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1. Einleitung
Motivation der Arbeit
Die moderne analytische Chemie und Biochemie benötigt schnelle und sensitive Detektions-
methoden, um biologisch relevante Substanzen in Biofluiden bis in den nanomolaren Be-
reich nachzuweisen. Um diese neuen Anforderungen in Bereichen der klinischen Analyse
und dem Umweltmonitoring erfüllen zu können, sind Bio- und Chemosensoren mit selek-
tiven Erkennungselementen für relevante Analyten von besonderem Interesse [1].
Der zentrale Bestandteil eines biochemischen Sensors ist das Erkennungselement, welches
an einen Transducer gekoppelt ist. Das Erkennungselement ist verantwortlich für die spe-
zifische Bindung eines bestimmten Analyten in einer komplexen Probe. Das Bindungser-
eignis wird über den Transducer in ein auslesbares Signal überführt, wobei u.a. optische,
elektrochemische, akustische, kalorimetrische oder piezoelektrische Eigenschaftsverände-
rungen des Erkennungselements gemessen werden können [2].
Generell basieren Biosensoren auf biologischen Einheiten, wie Antikörpern, Enzymen,
Membranrezeptoren oder ganzen Zellen als Erkennungselemente. Trotz des Vorhanden-
seins einer großen Vielzahl an natürlichen Rezeptoren, gibt es zahlreiche Bestrebungen,
diese mit stabileren Elementen zu ersetzen, denn die geringe physiko-chemische Stabilität
der Bio-Erkennungselemente kann ihren Einsatz in harschen Umgebungsbedingungen ein-
schränken [3]. Demzufolge sind das Design und die Synthese von biomimetischen Rezepto-
ren, welche Zielmoleküle mit hoher Affinität und Selektivität gegenüber strukturell ähnli-
chen Molekülen binden können, von großem Interesse und eine neue Herausforderung.
In diesem Zusammenhang sind molekular geprägte Polymere (MIPs) ein vielversprechen-
des Material mit maßgeschneiderten synthetischen Erkennungsstellen, die Zielmoleküle
mit hoher Selektivität binden können [4, 5]. Die synthetischen Polymerrezeptoren weisen
gegenüber ihren natürlichen Gegenspielern z.T. erstaunliche Vorteile auf. Dazu zählen eine
beachtliche Affinität, Selektivität, Wiederverwendbarkeit sowie Robustheit und hohe Tole-
ranz gegenüber Umgebungsbedingungen wie pH-Wert- oder Temperaturänderungen [6–8].
Insbesondere können MIPs für Zielmoleküle synthetisiert werden, für die kein natürliches
Erkennungselement verfügbar ist, wie beispielsweise einige Toxine oder Glucuronate. MIPs
spielen bereits in einigen Anwendungen eine wichtige Rolle, besonders als Säulenmaterial
1
1. Einleitung 2
in der Chromatographie und seit kürzerer Zeit auch in Sensoren als Rezeptormaterial. Je-
doch birgt der Sensorbereich noch viel Entwicklungspotential, da hier die Anforderungen
deutlich höher sind, als für chromatographische Zwecke.
Die Nutzung optischer Detektionsverfahren in Sensoren zum Nachweis des Analyt-
Bindungsereignisses an das Erkennungselement ermöglicht hoch-sensitive, kontaktfreie
Messungen in Echtzeit. Optische Methoden sind in der Regel einfach und können teilweise
als kostengünstige, miniaturisierte Geräte aufgebaut werden. Damit eignen sie sich hervor-
ragend als Nachweisprinzip für Biosensoren. Außerdem können optische Methoden, ins-
besondere spektroskopische Verfahren, Informationen über molekulare Bindungsprozesse
- z.B. mit Hilfe der zeitaufgelösten Fluoreszenzspektroskopie - bereitstellen. Damit ist es
u.a. möglich, Aussagen über die Spezifität und Polarität von Bindungsstellen im MIP zu
treffen und somit den Analyt-Bindungsprozess genauer zu charakterisieren.
Die Kombination optischer Detektionsmethoden mit der Anwendung von MIPs erscheint
als ein vielversprechender Ansatz, bei dem sowohl die Sensitivität als auch die Selekti-
vität des Nachweises erhöht wird. Fluoreszenz liefert dabei eine hohe Sensitivität und eine
bedingte Selektivität, da bestimmte Fluorophore bei einer bestimmten Anregungs- und
Emissionswellenlänge nachgewiesen werden können. Zusätzlich können MIPs mit intrinsi-
scher Selektivität letztere noch weiter erhöhen und dabei aufgrund ihrer Analytkonzen-
trierung zugleich die Nachweisgrenze minimieren.
Zielsetzung und Gliederung der Arbeit
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Entwicklungen im Bereich der Biosensorik mit dem
Ziel mit Hilfe der Kopplung molekular geprägter Polymere als neuartiges Rezeptormaterial
und dem sensitiven Nachweisprinzip der Fluoreszenz eine neue Qualität des Analytnach-
weises zu erreichen. Die Entwicklungen zielen auf Anwendungen für die vor-Ort-Analytik
in den Bereichen Lebensmittelkontrolle, Umweltüberwachung und der sogenannten point-
of-care Diagnostik ab, d.h. patientennahen Analyseverfahren. Diese sollen schnell, emp-
findlich, portabel und robust gegenüber Umwelt- und komplexen Matrixeinflüssen der
Proben Analyseergebnisse generieren.
Es wurde eine Strategie zur Optimierung der Bindungseigenschaften von molekular ge-
prägten Polymeren in wässrigen Lösungsmitteln angestrebt, da diese in wässriger Um-
gebung und demzufolge im Fall biologischer Proben häufig nicht ausreichend spezifisch
sind. Dazu dienten MIPs, die spezifisch Glucuronsäure und somit ein Zielmolekül, welches
mit konventionellen Erkennungselementen nicht nachgewiesen werden kann, binden. Die
Optimierungsstrategie umfasst die neuartige Kopplung aus Design of Experiments und der
Optimierung multipler Zielgrößen, die die Bindungseigenschaften in wässriger Umgebung
beschreiben (Kapitel 4).
Die optimierten MIPs wurden für den Fluoreszenznachweis modifiziert und deren Bindungs-
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eigenschaften mit Hilfe fluoreszenzspektroskopischer Methoden charakterisiert. Mit Hilfe
stationärer und zeitaufgelöster Fluoreszenztechniken wurde in Kapitel 5 die Aufklärung
der Wechselwirkung zwischen MIP und Analyt auf molekularer Ebene sowie die Cha-
rakterisierung einer neuen Nachweisstrategie basierend auf einen Förster-Energietransfer-
Mechanismus realisiert.
Es wurde ferner ein MIP-Sensor für biologische Proben aufgebaut und mittels Fluores-
zenzspektrometer als konventionelles Nachweisverfahren etabliert (Kapitel 6). Da diese
Proben oft nur in sehr kleinen Mengen verfügbar sind, wurde eine mikrofluidische Proben-
zuführung und -analyse eingesetzt. Weiterhin wurden die Grundlagen für den Einsatz von
MIPs als Erkennungselemente in Biosensoren geschaffen, d.h. eine reproduzierbare Immo-
bilisationsmethode etabliert und deren sensorspezifische Bindungseigenschaften bestimmt.
In Kapitel 7 wurde der Aufbau eines universell einsetzbaren, fluoreszenzbasierten MIP-
Sensors für den Einsatz in der vor-Ort-Analytik mit mikrofluidischer Probenzuführung
beschrieben. Dazu wurde der optische Nachweis miniaturisiert und somit miniaturisierte
Lichtquellen und Detektoren sowie eine faser-optische Lichtleitung eingesetzt. Davon aus-
gehend erfolgte die Optimierung des Messaufbaus hinsichtlich der Sensitivität und Nach-
weisgrenze des Analyten. Exemplarisch diente für die Untersuchung in diesem Sensor ein
MIP, welches mit Hilfe einer Oberflächenstrukturierung für die Untersuchung mit faser-
optischem Nachweis angepasst wurde.
Kapitel 8 zielt schließlich auf die Erweiterung der Anwendungen des polymeren Rezeptor-
materials auf eine völlig neue Applikation ab: Es wird der Einsatz fluoreszenzmarkierter
MIP-Partikel zum
”
Imaging“ auf Zelloberflächen dargestellt. Folglich erfolgte die soge-
nannte Immunfärbung, die konventionell mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern zur Lo-
kalisation und Quantifizierung von Zielmolekülen auf Zellen realisiert wird, alternativ mit
molekular geprägten Polymeren als Antikörperersatz. Dazu wurde mit Hilfe des Epitop-
Ansatzes ein makromolekularer Analyt mittels eines gegen ein niedermolekulares Zielmo-
lekül geprägtes Polymer nachgewiesen.
2. Theoretische Grundlagen
2.1. Molekular geprägte Polymere als Material für
Biosensoren
2.1.1. Biosensoren
Ein Sensor ist ein Messumwandler, der physikalische Größen in elektrische bzw. analytisch
nutzbare Signale umwandelt und weiterverarbeitet [9]. Der zentrale Bestandteil eines Sen-
sors ist das Erkennungselement (Rezeptor), welches in direkten räumlichen Kontakt mit
einem physiko-chemischen Signalwandler (Transducer) verbunden ist. Das Erkennungsele-
ment ist verantwortlich für die spezifische Bindung eines bestimmten Zielmoleküles (Ana-
lyt, Ligand) in einer komplexen Probe. Das Bindungsereignis wird über den Transducer in
ein auslesbares, meist elektrisches Signal überführt (Vgl. Abbildung 2.1).
Die Klassifizierung des Sensortypes erfolgt entsprechend der IUPAC-Definition anhand des
zugrunde liegenden Wechselwirkungsmechanismus’ zwischen Erkennungselement und Ana-
lyt in chemische und biologische Sensoren [10,11]. Bei Chemosensoren führt eine chemische
Reaktion zur Erzeugung eines analytischen Signals. Biosensoren sind ein Spezialfall chemi-
scher Sensoren. Es handelt sich um Biosensoren, wenn die sensitive Rezeptoreinheit auf ei-
ner bioaktiven Komponente oder bioaktiven bzw. bioanalogen Reaktion beruht [10–14], wie
beispielsweise Antikörper, Enzyme, Zellmembran-Rezeptoren oder ganze Zellen. Der Ein-
satz dieser und weiterer Erkennungselemente in Biosensoren sowie deren Merkmale sind in
Kapitel 2.1.4 zu finden. Einen Überblick der möglichen Klassifizierung von Chemosensoren
bzgl. der eingesetzten Transducer nach IUPAC gibt Tabelle 2.1.
In Abhängigkeit dessen, wie der Analyt nach der Bindung an das Erkennungselement vor-
liegt, wird in Katalyse- bzw. Metabolismussensoren und Affinitätssensoren unterschieden.
Im Fall der Metabolismussensoren wird der Analyt chemisch verändert, wie es z.B. bei
Enzymen stattfindet. Bei den Affinitätssensoren bleibt der Analyt unverändert, er bindet
lediglich an das Erkennungselement.
Die molekulare Erkennung von Biosensor-Rezeptoren zu deren Liganden beruht auf dem
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Tabelle 2.1.: Klassifizierung von Transducern für Chemosensoren nach IUPAC [10].
Verfahren zur Detektion Beispiele
Optisch Absorption, Lumineszenz (z.B. Fluoreszenz), Brechungsin-
dex, Lichtstreuung, Reflektion, optothermische Effekte, Ab-
sorption in evaneszenten Feldern (z.B. SPR)
Elektrochemisch potentiometrisch, amperometrisch, chemisch sensitive Feld-
effekttransistoren
Elektrisch Metalloxid und organische Halbleitersensoren, elektrolyti-
sche Leitfähigkeitssensoren, elektrische Permittivitätssenso-
ren
Massensensitiv piezoelektrisch, oberflächenakustische Wellen
Magnetisch Paramagnetismus
Thermisch Reaktionswärme, optothermische Effekte
Andere Röntgen-, β-, Γ-Strahlung
Prinzip der paarweisen Komplementarität und entspricht der von Fischer 1894 aufgestell-
ten Schlüssel-Schloss-Vorstellung [15]. Wenn die Oberflächeneigenschaften eines Moleküls
komplementär zu denen eines anderen
”
Partner“-Moleküles sind, überwiegen die anziehen-
den Kräfte generiert durch die Interaktion gegenüber den abstoßenden Kräften sowie der
Entropie. Damit können stärkere, langlebige und spezifische Interaktionen aufgebaut wer-
den. Diese spezifischen Komplexe sind von hoher biologischer und technologischer Rele-
vanz.
2.1.2. Biosensoren auf der Basis von molekular geprägten Polymeren
Molekular geprägte Polymere (molecularly imprinted polymers, MIPs) sind eine vielver-
sprechende Alternative zu natürlichen Rezeptoren, da Bio-Rezeptoren in der Regel eine
geringe chemische und physische Stabilität aufweisen und somit ihr reversibler Einsatz in
Biosensoren nur eingeschränkt möglich ist. MIPs tragen maßgeschneiderte synthetische Er-
kennungsstellen, die Zielmoleküle mit hoher Selektivität binden können [5]. Die Synthese
der MIPs wurde 1972 erstmals beschrieben [16], jedoch ist die Forschung auf diesem Ge-
biet erst seit ca. 20 Jahren aktiv, um neue hochspezialisierte Materialien für Anwendun-
gen, z.B. in der Chromatographie [17–24] oder in chemischen Sensoren [2,3,6–8,18,25–28]
weiter zu entwickeln.
Während des molekularen Prägeprozesses agiert das Zielmolekül oder ein Derivat davon
als
”
Template“, um welches sich funktionelle Monomere durch nicht kovalente Wechselwir-
kung anlagern. Diese Monomere sind vernetzbar, sodass sie im Anschluss an die Interak-
tion mit dem Template in Anwesenheit eines porogenen Lösungsmittels co-polymerisiert
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Abbildung 2.1.: Aufbau eines Biosensors mit Erkennungselement, Kopplungsstelle und Transducer.
Das Messsignal wird durch die Analytbindung erzeugt und kann weiterverarbeitet
werden.
werden. Dabei formt sich im polymeren Netzwerk eine Kavität mit dem Template-Abdruck
(Abbildung 2.2).
Nach der Polymerisation wird das Template über Lösungsmittelextraktion entfernt und es
ergibt sich ein makroporöses Polymer mit Bindungsstellen, die komplementär in Größe,
Form und Position der funktionellen Gruppen zu dem Template sind. Das MIP kann nun
selektiv das Zielmolekül (Target) oder strukturell analoge Analyten binden, ebenso wie ein
Antikörper sein Antigen bindet [3].
Das molekular geprägte Material ist als Rezeptor für Biosensoren hervorragend geeignet,
da es wiederverwendbar ist sowie ausgezeichnete Bindungseigenschaften aufweist, die bzgl.
Abbildung 2.2.: Schematische Darstellung des molekularen Präge-Prozesses. Interagierende Monome-
re bilden einen Komplex mit dem Template-Molekül. Die Polymerisation wird initiiert
und die interagierenden Monomere co-polymerisieren mit dem Vernetzer. Nach Ab-
schluss der Polymerisation hat sich ein stark vernetztes, polymeres Netzwerk um das
Template-Molekül gebildet. Nach der Entfernung des Templates werden Bindungska-
vitäten frei gesetzt, welche das Template hochselektiv aufnehmen können.
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der Affinität in einigen Fällen sogar vergleichbar mit denen von Antikörpern sind [8]. Da-
her werden MIPs auch als
”
Antikörper-Imitatoren“ bezeichnet [3]. Weiterhin ist deren Se-
lektivität oft herausragend, sodass mit Hilfe von enantioselektiven, molekular geprägten
Polymeren chirale Substanzen getrennt werden können, wie z.B. die D- und L-Form ei-
niger Aminosäuren oder das pharmakologische S-Enantiomer des Antidepressivas Citalo-
pram aus einer Razematmischung [29,30].
Weiterhin sind die kostengünstige Herstellung, die Eignung für online Messungen sowie die
hohe chemische und thermische Stabilität Eigenschaften, die für den Einsatz in Biosen-
soren von hohem Interesse sind. Außerdem gilt, dass MIPs prinzipiell zur Erkennung be-
liebiger Moleküle synthetisiert werden können, für die kein natürlicher Rezeptor oder An-
tikörper vorhanden ist, wie Saccharide oder kleine Toxine.
Die Detektion des Analyt-Bindungsereignisses an ein MIP kann auf verschiedene Arten er-
folgen, wobei u.a. optische (z.B. Fluoreszenz, SPR), elektrochemische, akustische, kalorime-
trische oder piezoelektrische Eigenschaftsveränderungen (QCM) des Erkennungselements
gemessen werden können [2]. In Kapitel 2.1.5 wird die Anwendung von MIPs in optischen
Sensoren dargestellt.
2.1.3. Strukturierungsmöglichkeiten von molekular geprägten
Polymeren zum Einsatz in Sensoren
Je nach Polymerisationsregime können molekular geprägte Polymere in verschiedenen phy-
sischen Formen synthetisiert und somit auf die jeweilige Sensor-Anwendung angepasst wer-
den. Dabei besteht u.a. die Möglichkeit Partikel im Nano- bis Mikrometerbereich mit Präzi-
pitationspolymerisation zu synthetisieren oder mittels in situ Polymerisation direkt auf der
Substratoberfläche einen Polymerfilm aufzubringen. Außerdem erlaubt die Kopplung mit
Kontakt- oder kontaktlosen Druckverfahren die Erzeugung von Spots für Mikroarrayfor-
mate. Demzufolge kann für Biochips entweder die Prä-Polymerisationsmixtur direkt auf
die Transduceroberfläche aufgebracht und dann in situ polymerisiert werden oder vorher
polymerisierte MIP-Partikel können kovalent auf der Oberfläche immobilisiert werden.
Traditionell und im einfachsten Fall werden MIPs im Bulk-Format hergestellt, wodurch
sich ein sprödes, monolithisches Polymernetzwerk bildet. Nach deren Synthese werden
die Monolithe gemahlen, um mikrometergroße Partikel zu erhalten, welche z.T. extreme
Größen- und Formverteilungen aufweisen. Zusätzlich gehen bei diesem Prozess viele der
ohnehin unregelmäßig verteilten Bindungsstellen verloren, indem sie während des Mahl-
prozesses zerstört werden oder sich innerhalb des Polymernetzwerkes befinden und somit
nicht zugänglich sind.
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Daher gibt es eine Reihe von Ansätzen, die die Bulk-Polymerisation ablösen, um besse-
re Bindungseigenschaften zu erzielen [31]. In diesem Sinne können entweder durch Ober-
flächenvergrößerung die Anzahl an zufällig verteilten Bindungsstellen auf der Oberfläche
erhöht werden oder mit Hilfe geschickter Polymerisierungsstrategien die Bindungsstellen
ausschließlich auf der Oberfläche platziert werden. Letzteres ist beispielsweise bei der Emul-
sionspolymerisation [32] oder dem Kern-Hülle-Polymerisationsverfahren [33] der Fall.
Die Vergrößerung der Materialoberfläche durch zusätzliche Oberflächenstrukturierung von
molekular geprägten Polymeren ist ebenfalls ein vielversprechender Ansatz. Durch die da-
mit verbundene leichtere Zugänglichkeit der Bindungsstellen auf der Polymeroberfläche
kann ein effizienterer Massentransfer und folglich die Bindungskinetik beschleunigt, die Ka-
pazität erhöht und daher die Sensitivität zum Analyten gesteigert werden.
Die Möglichkeiten zur Nano- und Mikrostrukturierung von MIPs sind vielfältig. Eine
Reihe von lithographischen Verfahren, wie Softlithographie [34] und Photolithographie
[35] sowie viele Unterformen und Kombinationen aus diesen Techniken wurden erfolg-
reich angewendet. Zusätzlich bieten evaneszente Wellen-Polymerisation [37] sowie diverse
Kontakt- und kontaktlose Druckverfahren (Bsp.: Nanofountain pen [38]) vielseitige Struk-
turierungsmöglichkeiten.
Exemplarisch soll hier auf das sogenannte
”
Nanomolding“, ein Abdruckverfahren zur Ab-
formung von Strukturen im Nanobereich, als eines von vielen Nanostrukturierungsmöglich-
keiten eingegangen werden. Die Anwendung des Nanomoldings von molekular geprägten
Polymeren wurde erstmals von der Arbeitsgruppe von Mosbach im Jahr 2000 erwähnt [39].
Das Verfahren beruht auf der Verwendung von porösen
”
Opfer“-Silikakügelchen als nano-
metrische Abdruckvorlage.
In der Arbeitsgruppe von Haupt wurden mit dem Nanomolding oberflächengebundene mo-
Abbildung 2.3.: Rasterelektronenmikroskopieaufnahme von Nanofilamenten hergestellt nach dem
Nanomolding Verfahren. Die Länge und der Durchmesser der Filamente können
in Abhängigkeit der Prozessparameter zur Erzeugung der Aluminiumoxid-
Abdruckvorlage angepasst werden. Die Prozessparameter Dauer der Elektrooxida-
tion/ Phosphorsäurebehandung wurden in folgenden Maße variiert: (A) 1min/70min
- kurz und dick; (B) 4min/70min - lang und dick; (C) 4min/15min - lang und dünn.
Skalierungsbalken: 2 mm. Nachdruck aus [36] mit Genehmigung von WILEY-VCH
Verlag GmbH & Co. KGaA (Copyright 2009)
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lekular geprägte Polymer-Nanofilamente mit hohem Aspektverhältnis erzeugt basierend
auf dem Abdruck einer porösen Aluminiumoxidoberfläche [40]. Die Länge und der Durch-
messer der Nanofilamente können in Abhängigkeit der Porenstruktur der Aluminiumoxid-
Abdruckvorlage angepasst werden durch gezielte Veränderung der Prozessparameter (je-
weils Dauer der Elektrooxidation und Säurebehandlung) (Abbildung 2.3). Mit dieser Tech-
nologie werden Filamentdurchmesser von 150 nm und einer Länge von einigen Mikrome-
tern (maximales Aspektverhältnis) erreicht.
Die geprägten Polymerfilamente können sowohl in Anwesenheit des Zielmoleküls in der
Präpolymerisationsmixtur [40] als auch durch Immobilisierung des Analyten auf eine Alu-
miniumoxidoberfläche vor den Imprinting-Prozess synthetisiert werden [36]. Letztere Vari-
ante ist von besonderem Interesse im Fall von großen Biomolekülen wie Proteinen und hat
den Vorteil, dass die Bindungsstellen bevorzugt auf der Polymeroberfläche platziert sind.
2.1.4. Vergleich von Rezeptormaterialien in Hinblick auf
Biosensoreignung
Es existiert eine Reihe von natürlichen und synthetischen Erkennungselementen, welche
generell als Biosensormaterialien einsatzfähig sind. Im Folgenden werden einige natürliche
und im Anschluss diverse synthetische Rezeptoren kritisch vorgestellt.
Die einzigen katalytisch aktiven natürlichen Erkennungselemente sind Enzyme. Es
handelt sich dabei um effiziente, meist proteinogene Biokatalysatoren, welche ein Substrat
erkennen, für das sie spezifisch sind und welches sie transformieren. Enzyme sind nur für
eine begrenzte Anzahl an molekularen Zielstrukturen verfügbar. Für deren Aktivitätsnach-
weis müssen häufig indirekte Methoden verwendet werden. Sie können in lyophilisierter
Form langfristig gelagert werden und sind daher in der vor-Ort-Analytik, wie im Beispiel
des Glucosesensors für Diabetiker, etabliert [41]. Weitere Anwendungsbeispiele von Enzym-
sensoren sind auf das natürliche Vorkommen des jeweiligen Enzyms für ein spezielles Sub-
strat begrenzt und benötigen etablierte Immobilisationsmethoden mit möglichst geringem
Aktivitätsverlust des Enzyms.
Alle weiteren natürlichen Erkennungselemente basieren ausschließlich auf ihrer Affinität
zum Analyten, ohne dass dieser chemisch verändert wird. Antikörper (Ak) sind natürlich
vorkommende Immunglobuline, die von Plasmazellen, die zu B-Lymphozyten differenzie-
ren, produziert und sezerniert werden. Als Teil des Immunsystems kommen sie ausschließ-
lich in Wirbeltieren vor und können nicht synthetisch hergestellt werden bzw. nur teilweise
künstlich konstruiert werden in Form monoklonaler Antikörper oder Antikörperfragmente.
Durch ihre hohe Bindungsspezifität gegenüber Antigenen können sie zur Antigenmarkie-
rung in Zellen, der sogenannten
”
Immunfärbung“, genutzt werden. Für den Nachweis eines
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gebundenen Antikörpers können direkte oder indirekte Methoden eingesetzt werden, wobei
der jeweilige Antikörper mit einem Fluoreszenzfarbstoff oder Enzym, der ein chromogenes
Substrat umwandelt, gekoppelt wird. Für kleine Moleküle sind Antikörper jedoch schwie-
rig zu erzeugen. Um dennoch erfolgreich Ak für kleine Moleküle produzieren zu können,
müssen diese an größere Moleküle gebunden werden, bevor sie dem Versuchstier appliziert
werden. Weiterhin besteht bei der Synthese von Antikörpern gegen Toxine die Gefahr der
akuten toxischen Antwort des Versuchstieres.
Biorezeptoren in Zellmembranen (wie z.B. der Östrogenrezeptor) sind Transmembran-
Proteine der Plasma- oder intrazellulärer Membranen. Sie binden natürliche Targets, wie
Hormone, Toxine oder Medikamente, und induzieren dadurch eine zelluläre Reaktion. Mit
ihrer hohen Ligandenspezifität eignen sie sich als Biosensormaterialien, jedoch sind deren
geringe Stabilität und die geringe Rezeptor-Ausbeute während der aufwändigen Präpara-
tion, wie auch Transduktionsprobleme entscheidende Nachteile.
Lektine sind natürliche, komplexe Proteine, welche Zuckerreste oder kleine Oligosaccha-
ridstrukturen spezifisch binden. Sie binden an Zellen oder Zellmembranstrukturen, wo sie
biochemische Reaktionen auslösen oder Prozesse inhibieren [42]. Es handelt sich dadurch
mitunter um toxische Substanzen, wie im Falle von Concanavalin A. Ihr Einsatz in Bio-
sensoren liegt in ihrer hohen Bindungsaffinität aufgrund multivalenter Interaktionen mit
dem Oligosaccharidliganden begründet. Auch in der medizinischen Diagnostik kommen sie
zum Einsatz, um Glycosiliserungsmuster und deren relatives Vorkommen für ein spezifi-
sches Glycoprotein aufzuklären [43]. Jedoch ist ihr Anwendungsspektrum stark auf deren
natürlichen Vorhandensein zu einem jeweiligen Ziel-Kohlenhydrat beschränkt.
Nukleinsäuren (DNA, RNA) werden oft als natürliche Rezeptoren im Mikroarrayformat
z.B. für die Genanalyse in der Forensik oder für Vaterschaftstests eingesetzt und sind mit
verschiedensten Detektionsmethoden kombinierbar (optisch, piezoelektrisch und elektro-
chemisch). Nukleinsäuren sind enzymatisch einfach zu vermehren und zu verändern. Je-
doch sind auch deren Targets begrenzt auf Nukleinsäuren und einige spezielle Proteine.
Zellen, Gewebe oder ganze Organismen (z.B. Mikroorganismen oder Pflanzen)
können als natürliche Biosensoren agieren, um bestimmte Substanzen zu detektieren. Ge-
webebasierte Biosensoren in lebenden Organismen dienen bereits der Messung von Hormo-
nen, Medikamenten und Toxinen oder der Lokalisation von Proteinen (u.a. mit genetisch
modifizierten Zellen). Pflanzen werden vorrangig zur Detektion von Umweltschadstoffen
eingesetzt [47].
Bakteriophagen sind Viren, die Bakterien mit extremer Spezifität und Langzeitvitalität
infizieren. Aufgrund der vielfältigen Vorteile eignen sie sich zur Detektion und Identifika-
tion von bakteriellen Pathogenen sowie als potentielle Erkennungselemente in Biosenso-
ren [47].
Die synthetischen Rezeptoren sind meist von den natürlichen Erkennungselementen ab-
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Tabelle 2.2.: Überblick und Vergleich von Erkennungselementen zur Detektion von molekularen Ziel-
strukturen in Zellen und auf Zelloberflächen.
Antikörper Molekular geprägte Aptamere
Polymere
höchste Bindungsaffinität
und -spezifität
Affinität und Spezifität z.T.
vergleichbar mit der von An-
tikörpern
Affinität und Spezifität
z.T. vergleichbar mit der
von Antikörpern
definierte Affinität, da nur
eine Art Bindungsstelle bei
monoklonalen Antikörpern
heterogene Bindungsstellen
mit unterschiedlicher Affi-
nität
definierte Affinität, da nur
eine Bindungsstelle
geringe Stabilität ge-
genüber unphysiologischen
Bedingungen bzgl. Sal-
zen, pH-Wert, Temperatur
oder organischen Lösungs-
mitteln
hohe Stabilität in unphysio-
logischen Milieus
mittlere Stabilität ge-
genüber unphysiologischen
Umgebungsbedingungen,
da 3D-Struktur veränder-
bar; Empfindlichkeit ge-
genüber Nukleasen
nur z.T. reversibler An-
tikörper-Antigenkomplex
hohe Reversibilität und Wie-
derverwendbarkeit
hohe Reversibilität und
Wiederverwendbarkeit [44]
Nachweis mit etablierten
Methoden einfach realisier-
bar
Nachweis des Bindungsereig-
nisses sehr vielfältig, nicht
immer trivial (Kapitel 2.1.5)
Nachweis mit etablier-
ten Methoden einfach
realisierbar
exzellente Biokompatibi-
lität
Biokompatibilität abhängig
von MIP-Zusammensetzung
exzellente Biokompatibi-
lität
Einsatz zum Lokalisieren
molekularer Zielstrukturen
in Zellen und Geweben eta-
bliert (
”
Immunfärbung“)
nicht etabliert für zellbiologi-
sche Systeme bzgl. wässrigem
Milieu, Protein- und Salz-
konzentration
nicht etabliert für zell-
biologische Systeme bzgl.
der spezifischen Bindung
in komplexen Matrices
bereits für viele Targetmo-
leküle vorhanden und eta-
bliert; nicht verfügbar für
Saccharide, toxische und
kleine Moleküle [45]
potentiell jede Erkennungs-
struktur kann geprägt
werden inkl. Saccharide;
Prägung hochmolekula-
rer Targets (z.B. Proteine)
häufig schwierig
erst für wenige Targets
kommerziell erhältlich;
Herstellung für prak-
tisch unbegrenzte Targets;
noch nicht verfügbar für
Saccharide
Herstellung sehr teuer und
nur über zeitintensive und
ethisch umstrittene Tier-
versuche realisierbar [46]
relativ lange Optimie-
rungsphasen für MIP-
Syntheseprotokolle, jedoch
kostengünstige und verhält-
nismäßig schnelle Synthese
Optimierungsprozess zeit-
und kostenintensiv, da
zufälliger, nicht aktiv
kontrollierbarer in vitro
Herstellungsprozess
Größe, Morphologie und
chemische Zusammenset-
zung nicht modifizierbar
Größe, Morphologie und che-
mische Zusammensetzung
auf Anwendung anpassbar
Größe, Morphologie und
chemische Zusammenset-
zung nicht modifizierbar
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gewandelte Strukturen. Sie spielen seit einigen Jahren eine immer größere Rolle in der Sen-
sorentwicklung, weil diese oft stabiler sind oder auf bestimmte Zielstrukturen zugeschnit-
ten werden können.
Insbesondere sind neben molekular geprägten Polymeren die sogenannten Aptamere her-
vorzuheben. Das sind chemisch synthetisierte, dreidimensional gefaltete kurze Ketten aus
Nukleinsäuren (DNA oder RNA) oder Peptiden. Diese werden aus Nukleinsäure- bzw.
Peptid-Bibliotheken mit Hilfe des SELEX-Verfahrens in vitro gewonnen. Sie haben ähn-
liche Eigenschaften bzgl. der Bindungsstärke wie Antikörper und wurden bereits für klei-
ne Moleküle, Medikamente, Peptide und Hormone, aber auch für größere und komplexere
Targets wie Proteine, ganze Sporen oder Zellen synthetisiert.
Weitere z.T. synthetisch hergestellte Erkennungselemente sind technisch hergestellte An-
tikörper(-fragmente), genetisch modifizierte Proteine und Ganzzellen sowie die
”
Phage dis-
play“-Technologie [47], welche sich in ihren Grundprinzipien, wie bspw. deren Targets und
Bindungsaffinität jedoch kaum von deren natürlichen Pendants unterscheiden.
Für alle natürlichen Erkennungselemente gilt, dass sie eine eingeschränkte Stabilität auf-
weisen, sich jedoch durch ihre herausragenden Bindungseigenschaften auszeichnen. Gene-
rell unterscheiden sich die Erkennungselemente in ihrer katalytischen Aktivität (bei Enzy-
men), Affinität, Selektivität, Reversibilität, Bindungskinetik, Herstellung (Aufwand, Re-
produzierbarkeit), Stabilität, Lagerung (trocken, physiologisch, gekühlt), Nachweisstrate-
gie und somit der Adaptierbarkeit auf die jeweilige Applikation. Die Auswahl der Rezep-
torkomponente erfolgt folglich nach der vorliegenden Aufgabenstellung bzgl. Umgebungs-
bedingungen, Immobilisierungsmethode, Matrixeinfluss der Proben, verfügbarer Transdu-
cer (Kosten, Stabilität, Größe, Feldtauglichkeit).
Die Vor- und Nachteile ausgewählter Erkennungselemente bzgl. deren Einsatz zum
”
Ima-
ging“ in Zellen und auf Zelloberflächen, sind in Tabelle 2.2 aufgelistet. Unter
”
Ima-
ging“ wird das Erkennen (durch spezifische Bindung) und die ortsaufgelöste Lokalisation
(durch einen optischen Marker) von molekularen Targets verstanden. Als potentiell dafür
geeignete bzw. bereits etablierte Rezeptorelemente wurden Antikörper, molekular geprägte
Polymere und Aptamere gegenübergestellt.
2.1.5. Optische Sensoren basierend auf molekular geprägten
Polymeren
Die Verwendung optischer Detektionstechniken in Biosensoren ermöglicht hoch-sensitive,
kontaktfreie Messungen in Echtzeit. Diese einfach zu realisierenden Methoden können meist
als kostengünstige und miniaturisierte Baugruppen angeboten werden. Mit der Kombina-
tion aus hoch selektiven MIPs und sensitiver optischer Detektion, insbesondere Fluores-
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zenz, kann eine neue Qualität an Sensoren realisiert werden. Einer der ersten Versuche, die
Bindung eines Analyten an ein MIP fluorometrisch zu detektieren, wurde von Piletsky et
al. im Jahr 1996 publiziert [48]. Seitdem wurden weitreichende Fortschritte in der Nutzung
von MIPs in optischen Sensoren ohne die Anwendung von herkömmlichen spektroskopi-
schen Apparaten erzielt.
MIP-basierte Sensoren wurden bisher mit verschiedenen optischen Detektionsverfahren ge-
koppelt, wie Absorption (UV-VIS) [49], Fluoreszenz [27,50–54], Chemilumineszenz [55,56],
Oberflächen-verstärkte Raman-Streuung (Surface Enhanced Raman Scattering, SERS)
[57, 58], Oberflächenplasmonresonanz (Surface Plasmon Resonance, SPR), Reflektometri-
sche Interferenz Spektroskopie (RIfS) [59,60] und Bragg Beugung [61]. In vielen Fällen ist
die MIP-Synthese anspruchsvoll, da z.B.
(a) Analytmarker bzw. vernetzbare, funktionelle Monomere als Umgebungs-sensitive Mar-
ker (für Fluoreszenzuntersuchugen) oder
(b) aufwändige Probenpräparation bzgl. der Konjugation an eine Transduceroberfläche (für
SPR und Raman-Spektroskopie) oder
(c) spezielle Oberflächenstrukturierungsmethoden (für Diffraktionseffizienz-Messungen)
benötigt werden, um die optische Signalauslese zu realisieren und zu optimieren.
Zu den markierungsfreien Detektionsmethoden zählen SERS, SPR und RIfS, daher sind
für diese Methoden gewöhnlich keine anspruchsvollen Materialeigenschaften notwendig
bezüglich des optischen Nachweises. Jedoch ist deren Anbindung an die Transducerober-
fläche mit sehr großem Aufwand verbunden, da für eine sensitive Detektion die Material-
strukturierung, Größe bzw. Dicke und der Abstand zur Transduceroberfläche von großer
Bedeutung sind. Für SPR- und SERS-basierte Untersuchungen wurden u.a. neue Materi-
aleigenschaften generiert durch die Einbringung von Gold-Nanopartikeln in das Polymer,
wodurch eine Signalverstärkung realisiert wird [62–64].
Besonders hervorzuheben sind neue, markierungsfreie, geprägte Polymermaterialien mit
speziellen Oberflächeneigenschaften, die in Form von Photonischen Kristallen und 2D-
Gittern hergestellt wurden. Diese haben eine herausragende Signaltransduktionsfähigkeit,
welche im Zuge des Analyt-Bindungsereignisses ein visuell sichtbares Signal erzeugen lässt.
Dies liegt in deren geschickter Oberflächenmodifizierung begründet, die die Bragg-Beugung
ausnutzt, um kleinste Volumenänderungen (und demzufolge die Veränderung des Bragg-
Gitterabstandes) des Materials aufgrund der Analytbindung zu detektieren [65–67].
Bei der Anwendung von MIPs, die Marker zur sensitiven Umwandlung des MIP-Analyt-
Bindungsereignisses in ein optisch messbares Signal nutzen, ist die Integration des Trans-
ducers zur Transformation dieses Signals oft nicht trivial. Die Herausforderung besteht dar-
in, die optischen Eigenschaften des Polymermaterials zu optimieren, um erhöhte Sensiti-
vität und Signal-Rausch-Verhältnisse zu erhalten. Es tendieren z.B. Mikrospheren zur Ag-
gregatbildung, die das Licht streuen [68] oder geprägte Polymerfilme müssen optisch trans-
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Abbildung 2.4.: Schematische Darstellung der MIP basierten Fluoreszenzdetektion mit unterschied-
lichen Nachweisstrategien. Nachweis (A) eines fluoreszierenden Analyten (direkter
Nachweis), wobei das MIP der Aufkonzentrierung und demzufolge der sensitiveren
Detektion dient; (B) eines nicht fluoreszierenden Analyten über Verdrängung/ Kom-
petition eines strukturell ähnlichen fluoreszenzmarkierten Moleküls (indirekter Nach-
weis); (C) eines nicht fluoreszierenden Analyten mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten
Polymers, wobei die Verringerung der Beweglichkeit des Fluorophors aufgrund der
Analytbindung mit der Erhöhung der Fluoreszenzintensität einher geht.
parent und gleichmäßig über der Oberfläche verteilt sein für eine optimale optische Signal-
auslese.
Um das Analyt-Bindungsereignis in MIPs optisch mit Markern zu beobachten, existieren
drei generelle Ansätze [69] (Abbildung 2.4):
(a) durch direkte Beobachtung des lichtabsorbierenden oder fluoreszierenden Analyten
(b) mit Hilfe von kompetitiven Assays mit optisch aktiven strukturellen Analogons.
(c) durch Detektion eines fluoreszierenden Polymers unter Verwendung fluoreszierender
funktioneller Monomere, welche in die Polymermatrix eingebracht werden.
All diese Ansätze basieren auf einer resultierenden optischen Änderung in der Lösung
oder Polymerphase aufgrund der Analytbindung. Wie diese Ansätze mit verschiedenen
Fluoreszenz-basierten Nachweistechniken realisiert werden können, kann im Review von
Altschuh et al. [70] nachgelesen werden. Gute Überblicke über MIP-basierte optische De-
tektionsverfahren im Allgemeinen werden in einigen Reviews gegeben [52,53,69,71] .
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2.2. Glycoproteine und Zucker als Targets für molekular
geprägte Polymere
2.2.1. Vorkommen und Bedeutung von Glycoproteinen
Eukaryotische Zellen sind überzogen mit komplexen Kohlenhydraten, die an Lipide oder
Proteine gebunden sind, die die sogenannte Glycocalix bilden. Die meisten Plasma-
membran- und sekretorischen Proteine sind glycosiliert, d.h. post-translational mit Oli-
gosacchariden modifiziert [43]. Eine Veränderung der Glycosilierung kann zur Verände-
rung der Proteinaktivität und -funktion führen. Somit beeinflussen Glycosilierungen wich-
tige biologisch relevante Prozesse, wie Proteinfaltungsmechanismen, Zellvermehrung und
deren Organisation in spezifischen Geweben, Immun-Überwachung durch die spezifische
molekulare Erkennung fremder Glycoproteine sowie Entzündungsreaktionen. Glycoprotei-
ne können mit einem sehr variablen Repertoire an Oligosacchariden ausgestattet sein und
übernehmen insbesondere auf der Zelloberfläche wichtige Aufgaben, die oft von medizini-
scher Relevanz sind. So treten während der Tumorentwicklung u.a. weitreichende Verände-
rungen in Zelloberfächen-Glycosilierungsmustern auf [72–74]. Weiterhin wird die Nutzung
des Wirts-Glycosilierungsapparates häufig von Viren ausgenutzt, um deren eigene Hüll-
Glycoproteine zu synthetisieren und somit nicht vom Immunsystem erkannt zu werden [75].
Erkennungselemente für Kohlenhydrate sind für die Untersuchung von Tumoren, Bakte-
rien, Blutgruppen und Zell-Zell-Adhäsion Interaktionen, für die Analyse von viralen, hor-
monellen und toxischen Rezeptoren sowie für die Analyse der Glycosilierung rekombinan-
ter Proteine von hohem Interesse. Jedoch sind Antikörper gegen Kohlenhydratstruktu-
ren schwieriger zu entwickeln aufgrund der T-Zell-unabhängigen Antwort zu Kohlenhydra-
ten [45]. In der medizinischen Diagnostik werden hingegen verschiedenste Techniken ein-
gesetzt, um abnormale Glycosilierungen von Proteinen oder Lipiden in Blut- und Urinpro-
ben zu trennen sowie zu detektieren. Dazu zählen je nach Vorhandensein von Nachweisre-
zeptoren und Art des medizinischen Defektes chromatographische und elektrophoretische
Verfahren, isoelektrische Fokussierung sowie Western Blot unter Verwendung von Lektinen
und Antikörpern sowie der Nachweis von Enzymen in Patientenflüssigkeiten [43]. Die Ent-
wicklung von molekular geprägten Polymeren, die auf Targets abzielen, die mit konventio-
nellen Methoden nicht detektierbar sind, erscheint somit ein interessantes neues Entwick-
lungsfeld.
2.2. Glycoproteine und Zucker als Targets für molekular geprägte Polymere 16
2.2.2. Nachweis von Glycoproteinen auf Zelloberflächen mittels
molekular geprägter Polymere
Die visionäre Strategie des Nachweises von Glycoproteinen auf Zelloberflächen mit fluores-
zenzmarkierten MIPs, die in dieser Arbeit verfolgt wird, ist in Abbildung 2.5 dargestellt.
Das MIP bindet dabei an ein Zielmolekül (hier: eine Glycosilierung) auf der Zelloberfläche
und kann durch dessen integrierten Fluoreszenzmarker lokalisiert werden. Der ortaufgelöste
Nachweis der MIPs erfolgt mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie.
Glukosaminoglykane sind an Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen beteiligt. Durch
ihre negative Ladung tragen sie zu den Ladungsverhältnissen an Zelloberflächen bei und
sind in der Lage unterschiedliche Moleküle reversibel zu binden. Hyaluronsäure ist ein Glu-
kosaminoglykan und somit ein wichtiger Bestandteil der extrazellulären Matrix von Wir-
beltieren. Sie ist nicht kovalent an ein Kernprotein gebunden, stattdessen interagiert sie
mit dem N-terminalen Ende des Proteins [76]. Hyaluronsäure liegt in vielen Geweben als
lineares Polysaccharid vor und besteht aus glycosidisch verknüpften Disaccharideinheiten
aus D-N-Acetylglucosamin und D-Glucuronsäure (siehe Abbildung 2.6) [77]. In der Haut
dient sie als Feuchthaltemittel und als Schmierstoff in Gelenken.
Glucuronsäure ist ein Teil der Glycocalix und der interzellulären Matrix, wo sie vor allem
als Baustein der Hyaluronsäure vorkommt. Sie ist eine Zuckersäure, welche am Glucose-
Grundgerüst eine Carboxylgruppe als funktionelle Einheit trägt. Ihr Vorkommen in pflanz-
lichen und tierischen Organismen dient vorrangig in Stoffwechselvorgängen der Entgiftung
sowie der verbesserten Wasserlöslichkeit. Dabei wird Glucuronsäure an Metabolite (z.B.
Giftstoffe oder Steroidhormone) glycosidisch gebunden, sodass diese hydrophiler und so-
mit leichter ausscheidbar sind.
Abbildung 2.5.: Schematische Darstellung der Bindung eines fluoreszenzmarkierten molekular ge-
prägten Polymers (MIP) an eine glycosilierte Zelloberfläche. Mit einem Fluoreszenz-
mikroskop kann die Glycosilierungs-Zielstruktur lokalisiert werden.
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Abbildung 2.6.: Strukturformel von Hyaluronsäure bestehend aus D-Glucuronsäure und D-N-
Acetylglucosamin.
In dieser Arbeit soll Hyaluronsäure als Modellsystem für glycosilierte Proteine dienen, da
sie intensiv erforscht und in hohem Maße auf humanen Keratinozyten zu finden ist.
2.2.3. Keratinozyten-Zelllinie HaCaT und enzymatische Kontrollen
Keratinozyten sind mit einem Anteil von über 90% der häufigste vertretene Zelltyp der
menschlichen Haut. Als geeignetes Modell für diese Zellart eignet sich die permanente, epi-
theliale, humane Zelllinie HaCaT. Die Abkürzung HaCaT steht für
”
Human adult low Cal-
cium high Temperature“ Keratinozyten. Dieser Name charakterisiert die Herkunft der Zell-
linie und die Bedingungen, unter welchen sie etabliert wurde. Die Verwendung einer per-
manenten Zelllinie bietet den Vorteil, dass diese eine praktisch unbegrenzte Lebensdauer
aufweist, d.h. dass durch regelmäßiges Passagieren dieser Zelllinie eine unlimitierte Zahl an
Zellen verfügbar ist.
Als Negativ-Kontrolle zur Entfernung der Hyaluronsäure bzw. der terminalen Glu-
curonsäure auf Keratinozytenoberflächen dient das Enzym Hyaluronidase. Es spaltet
β-N-Acetylhexosamin(1→4) glycosidische Bindungen der Hyaluronsäure und des Chon-
droitinsulfates. Die entstandenen Produkte sind Oligosaccharide, Tetrasaccharide und am
reduzierten Ende der entstandenen Ketten, welche an der Zelloberfläche gebunden blei-
ben, verbleibt endständig ein N-Acetylglucosamin [78]. Als Positiv-Kontrolle kann das
Enzym β-N-Acetylglucosaminidase verwendet werden. Diese hochspezifische Exoglycosi-
dase spaltet die glycosidische Bindung an einem N-Acetylglucosamin am nicht reduzier-
ten Ende eines Oligosaccharides. Das heißt, das Substrat dieses Enzyms trägt terminal
ein N-Acetylglucosamin als Erkennungsstelle. Im Fall der Hyaluronsäure verbleibt nach
N-Acetylglucosaminidase-Behandlung die Glucuronsäure terminal in der Oligosaccharid-
kette, die an die Zelloberfläche gebunden ist [79]. Daher dürfte ein molekular geprägtes
Polymer, welches Glucuronsäure spezifisch erkennt, nicht an eine N-Acetylglucosaminidase
behandelte Hyaluronsäure auf einer Zelloberfläche binden können.
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2.3. Fluoreszenzspektroskopie zur Aufklärung molekularer
Interaktionen
2.3.1. Absorptionsspektroskopie
Optische Verfahren sind vielseitig und finden in Biosensoren häufig Anwendung (Vgl. Ka-
pitel 2.1.5). Diese analytischen Verfahren können u.a. molekulare Informationen von Bin-
dungsprozessen (z.B. über die Kopplung von stationärer und zeitaufgelöster Fluoreszenz)
bereit stellen. Einen guten Überblick über die Anwendung optischer Methoden in der Bio-
logie, Biotechnologie und der Medizin liefern Popp et al. [80].
Optische Verfahren beruhen auf der Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung
(Photonen des Lichts) mit Materie je nach deren molekularer Struktur und Oberflächenei-
genschaften in Abhängigkeit von der Anregungsenergie bzw. -intensität. Dabei können ver-
schiedene Mechanismen eine Rolle spielen, wie Absorption, Emission, Streuung, Reflexion,
Beugung und Dispersion. Wenn es zur Interaktion von Photonen und der damit verbun-
denen Anregung eines Moleküls in ein höheres Energieniveau kommt, ist von Absorption
die Rede. Dieser Vorgang bewirkt die Abschwächung elektromagnetischer Strahlung beim
Durchgang durch eine Probe.
Das Lambert-Beersche Gesetz beschreibt diese Abschwächung der Lichtintensität in
Abhängigkeit der Konzentration der absorbierenden Substanz (c), der Schichtdicke der bei
der Messung verwendeten Küvette (d) und dem stoffspezifischen, molaren Extinktionsko-
effizienten (ε(λ)) an einer bestimmten Wellenlänge λ:
E = −log
(
I
I0
)
= c · d · ε(λ) (2.1)
Die Extinktion (E) ist dabei gleichzeitig das negative logarithmische Verhältnis aus der In-
tensität nach Austritt aus der Küvette (I) zur Eingangsintensität vor Eintritt in die Küvet-
te (I0). Im Gegensatz dazu ist die Transmission (T ) in [%] eines Stoffes definiert als
I
I0
und
ergibt addiert mit der Absorption (A) 100% relative Lichtintensität. Das Lambert-Beersche
Gesetz gilt nur bei Anregung mit monochromatischem Licht, unter Vernachlässigung von
Streuung, Reflektion und Brechung sowie in verdünnten Lösungen mit homogen verteilten
Molekülen.
Da die Energiezustände der Elektronen gequantelt sind, d.h. diskrete Werte annehmen, ist
auch die entsprechende Anregungsenergie definiert. Damit Absorption stattfinden kann,
muss somit die Frequenz des anregenden Photons identisch mit der Energiedifferenz zwi-
schen Grundzustand und angeregten Zustand sein. Zur optischen Aufklärung molekula-
rer Zusammenhänge wird überwiegend der UV-, sichtbare (VIS) und nahe Infrarot (NIR)-
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Bereich genutzt. Dabei kommt es je nach eingestrahlter Energie zur elektronischen Anre-
gung oder zur Schwingung und Rotation von Molekülen. Daraus ergeben sich substanz-
spezifische Absorptionsspektren, welche in der UV-VIS-Spektroskopie vorrangig auf elek-
tronischer Anregung basieren, jedoch wirken sich hierbei zusätzlich die Anregung der Mo-
lekülschwingung und -rotation, die geringere Anregungsenergien benötigen, auf die Verbrei-
terung der spektralen Peaks aus. Die Absorptionseigenschaften von Chromophoren sind in
der Regel nahezu unabhängig von deren Umgebungsbedingungen, d.h. der Extinktionsko-
effizient ist z.B. kaum abhängig vom Lösungsmittel. Daher ist diese Methode häufig nicht
ausreichend aussagekräftig, um sie zur Aufklärung molekularer Prozesse zu nutzen. Im Ge-
gensatz steht die Fluoreszenzspektroskopie, die diesbezüglich einen wesentlich höheren In-
formationsgehalt liefert.
2.3.2. Stationäre Fluoreszenzspektroskopie
Die eingestrahlte und durch Absorption aufgenommene Energie kann in Form von Wärme
strahlungslos an die Umwelt oder in Form von Strahlungsemission abgegeben werden.
Photolumineszenz ist die Strahlungsemission nach Absorption von Licht einer bestimmten
Wellenlänge, d.h. aus elektronisch angeregten Zuständen. Die Photolumineszenz lässt sich
in Phosphoreszenz und Fluoreszenz unterteilen und erfolgt durch spontane Lichtemission
beim Übergang eines Elektrons vom höheren zu einem niedrigeren Energiezustand. Die-
se Vorgänge sind in einem typischen Jablonski-Energie-Diagramm in Abbildung 2.7 veran-
schaulicht. Dabei sind die energetischen elektronischen Zustände des Grundzustandes (S0),
sowie die der ersten und zweiten elektronischen Singulettzustände (S1 und S2) dargestellt.
Abbildung 2.7.: Jablonski-Diagramm mit energetischen elektronischen Zuständen des Grundzustandes
(S0) sowie der ersten und zweiten elektronischen Singulettzustände (S1, S2), dem spin-
verbotenen Triplettzustand (T1), den Schwingungszuständen (0, 1, 2) sowie den strah-
lungslosen Desaktivierungsprozessen: Schwingungsrelaxation (VR), Internal Conver-
sion (IC) und Intersystem Crossing (ISC). Als vertikale Pfeile dargestellt sind die Ab-
sorption (A) sowie die Lumineszenzprozesse Fluoreszenz (F) und Phosphoreszenz (P).
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In jedem dieser elektronischen Energielevel kann der Fluorophor eine Vielzahl an (vibro-
nischen) Schwingungs-Zuständen (dargestellt als 0, 1, 2) einnehmen. In diesem vereinfach-
ten Diagramm wurde auf die Darstellung von interagierenden Effekten, wie Quenching,
Energietransfer sowie Lösungsmittelinteraktionen verzichtet. Die Übergänge zwischen den
Zuständen sind als vertikale Linien dargestellt, um die instantanen Eigenschaften der Lich-
tabsorption zu visualisieren, denn die Absorptionsübergänge erfolgen im Bereich von 10−15
Sekunden - eine zu kurze Zeit für die Änderung des Kernaufenthaltsortes. Dies ist die
Grundlage des Franck-Condon Prinzips und der damit verbundenen Spiegelsymmetrie vie-
ler Absorptions- und Fluoreszenzspektren [81].
Wie im Jablonski-Diagramm illustriert, erfolgt die Absorption von Photonen vom
Schwingungs-relaxierten S0-Grundzustand, welcher beim Raumtemperatur ohne zusätzli-
che Einwirkung von Energie besetzt ist, in einen angeregten, elektronischen Zustand (S1,
S2) mit höherer Schwingungsenergie. Die vibronische Relaxation (VR) kann hier das Mo-
lekül von einem angeregten in den Schwingungsgrundzustand versetzen. Die strahlungslose
Relaxation von diesen Zuständen erfolgt innerhalb von 10−12 s mittels innerer Umwand-
lung (Internal Conversion, IC) unter Wärmeabgabe. Vom S2-Niveau erfolgt fast immer IC
und nur selten ist von diesem Zustand die Emission eines Photons zu beobachten.
Damit ein Fluorophor ein Photon aussenden kann, ist eine starre molekulare Struktur er-
forderlich, wie es bei delokalisierten π-Elektronensystemen der Fall ist. Alternativ wird bei
sehr beweglichen Molekülen die Energie vom S1-Niveau durch Schwingung oder Drehung
des Moleküls strahlungslos abgegeben (IC). Die Fluoreszenzemission erfolgt im Jablonski-
Diagramm vom vibronisch relaxierten S1- in den S0-Grundzustand innerhalb von 10
−8 s.
Sie resultiert größtenteils aus einem thermisch equilibrierten Zustand, welcher das ener-
getisch niedrigste Schwingungsniveau von S1 ist. Meist tritt die Rückkehr in den Grund-
zustand in ein höheres angeregtes Schwingungsniveau auf, welcher dann schnell (10−12 s)
das thermische Gleichgewicht erreicht. Dies ist der Grund für die vibronische Struktur in
den Fluoreszenzemissionsspektren [81]. Die emittierte Energie ist i.d.R. niedriger (kürzerer
Pfeil im Jablonski-Diagramm) als die Anregungsenergie und spiegelt sich als sogenannte
Stokes-Verschiebung zu längeren Wellenlängen im Spektrum wieder.
Moleküle im S1-Zustand können neben der Entsendung von Fluoreszenz-Photonen eben-
so eine Spinumkehr in den ersten verbotenen Triplett (T1)-Zustand mittels Interkombina-
tionsübergang (Intersystem Crossing, ISC) durchmachen. Die von dort erfolgte Emission
wird als Phosphoreszenz bezeichnet und erfolgt aufgrund der Spinumkehr mehrere Größen-
ordnungen langsamer (≈ ms - s) und mit meist niedrigerer Energie als die der Fluoreszenz.
Sie tritt i.d.R. nur bei sehr niedrigen Temperaturen oder der Fixierung der Moleküle in ei-
ner festen Phase auf. Vom T1-Niveau kann die Energie auch strahlungslos über IC’ abge-
geben werden.
Fluoreszenzspektroskopie ist eine absolute Messmethode, bei der die detektierten Inten-
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sitäten relativ zueinander bezogen werden, damit diese Aussagekraft erhalten. Dieses Prin-
zip findet sich auch in der Instrumentierung wieder, um eine Probe mit Photonen anzure-
gen und emittierte Photonen zu detektieren. Die wesentlichen Bestandteile eines Spektro-
fluorometers sind eine polychromatische Lichtquelle, ein Anregungs- und Emissionsmono-
chromator zur Wellenlängendispersion sowie ein hochempfindlicher Detektor.
Häufig verwendete Lichtquellen sind Hochdruck Xenon-Bogenlampen, da diese ein relativ
kontinuierliches Emissionsspektrum aufweisen. Es finden u.a. auch Quecksilber-Dampf- so-
wie Wolfram-Halogenlampen bzw. Kombinationen von Lampentypen Anwendung je nach
spektraler Intensitätsverteilung, die zur Anregung der Probe benötigt wird. Monochroma-
toren bestehen aus Diffraktionsgittern oder Prismen und jeweils mindestens einem Spalt zur
Wellenlängendispersion, d.h. um monochromatisches Licht zu erzeugen. Oftmals eingesetz-
te Detektoren sind Photoelektronenvervielfacher-Röhren (Photomultiplier Tube, PMT).
Alternativ können für Anwendungen, bei denen kleine Detektorflächen ausreichend sind,
auch Avalanche Photodioden (APDs) eingesetzt werden [82].
Ein momentaner Trend geht in Richtung kleiner, kompakter Spektrofluorometer, die oft
auch modular einsetzbar sind [81]. Diese können mit miniaturisierten Komponenten gekop-
pelt werden, wie Leuchtdioden (Light Emitting Diode, LED) oder Laser-Dioden als Licht-
quelle sowie mit optischen Filtern als Alternative zu Monochromatoren.
Die Fluoreszenzquantenausbeute und -lebensdauer sind die wohl wichtigsten Charakteri-
stika eines Fluorophors. Die Fluoreszenzquantenausbeute Φ setzt sich aus dem Verhält-
nis der emittierten Photonen relativ zur Anzahl der absorbierten Photonen bei definier-
ten Wellenlängen (meist bei maximaler Absorption und Emission) zusammen. Wird die-
ser Zusammenhang auf der Ebene der Ratekonstanten für die Emission und die vom S1-
Niveau ausgehenden strahlungslosen Prozesse betrachtet, so steigt die Wahrscheinlichkeit
eines Prozesses, je schneller dieser stattfindet.
Φ =
emittiertePhotonen
absorbiertePhotonen
=
kF
kF + ksl
(2.2)
Dabei ist kF die Ratekonstante der Fluoreszenzemission und ksl die Ratekonstante aller
strahlungslosen Desaktivierungsübergänge aus dem S1-Zustand. Wenn ksl << kF kann die
Ausbeute annähernd 1 erreichen, was sich in einer sehr hellen Emission äußert.
Die Fluoreszenzlebensdauer τ gibt hingegen die durchschnittliche Zeit an, mit der sich ein
Fluorophor im angeregten Zustand befindet bevor er in den Grundzustand zurückkehrt.
Die Zerfallsformel ist identisch mit der des radioaktiven Zerfalls: I(t) = I0 · exp(−t/τ).
Sie entspricht demzufolge der Zeit, in der die Emission auf den Wert 1/e der anfänglichen
Emissionsintensität I0 abgefallen ist. Gleichzeitig bedeutet dies praktisch, dass so lange
ein Fluorophor Zeit hat, in dessen angeregten Zustand mit seiner Umwelt zu interagieren,
damit diese Interaktion über die veränderte Lebensdauer erfasst werden kann.
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τ =
1
kF + ksl
=
−t
ln( I(t)
I0
)
(2.3)
Fluoreszenzlebensdauern liegen in der Regel im Bereich von ca. 0,1 - 100 ns. Der Prozess
der Emission ist ein zufälliger Prozess, weshalb die Fluoreszenzlebensdauer als ein stati-
stischer Durchschnittswert aufzufassen ist. Ebenso wie die Fluoreszenzquantenausbeute ist
auch die Lebensdauer abhängig vom Verhältnis der strahlungslosen Prozesse zu der Emis-
sion des Fluorophors. Je größer die Rate aller desaktivierenden Prozesse kF + ksl, desto
kürzer ist die Lebensdauer des Fluorophors.
Die Fluoreszenzeigenschaften eines Moleküls sind nicht nur abhängig von dessen Struktur,
sondern auch von dessen unmittelbarer Umgebung. So können intramolekulare Veränderun-
gen bzw. intermolekulare Wechselwirkungen des Fluorophors, die Polarität, der pH-Wert
des Lösungsmittels sowie die Temperatur und Viskosität im Mikromilieu dessen Elektro-
nendichteverteilung oder sterische Eigenschaften verändern. Folglich kann die strahlungs-
lose Desaktivierung des angeregten Fluorophors begünstigt oder benachteiligt werden und
damit sowohl die Quantenausbeute als auch die Lebensdauer des Fluorophors beeinflussen.
2.3.3. Zeitaufgelöste Fluoreszenzspektroskopie
Fluoreszenzmessungen können in zwei Messtypen unterteilt werden: stationär und zeitauf-
gelöst. Stationäre Fluoreszenz als am häufigsten genutztes Messverfahren, basiert auf der
konstanten Anregung und Detektion. Die Probe wird mit einer kontinuierlichen Lichtquel-
le angeregt und die Lichtintensität oder das Emissionsspektrum werden beobachtet.
Zeitaufgelöste Fluoreszenz wird eingesetzt, um Intensitätsabklingkurven zur Bestimmung
der Fluoreszenzlebensdauer aufzunehmen und damit neben der Information über die Emis-
sionsintensität eines Fluorophors in Abhängigkeit der Wellenlänge zusätzlich die zeitli-
che Information zu erhalten. Für diese Messungen wird die Probe einer gepulsten Licht-
quelle ausgesetzt, wobei der Puls typischerweise kürzer als die Abklingdauer ist. Der In-
tensitätsabfall wird mit einem getriggerten Hochgeschwindigkeits-Detektionssystem aufge-
nommen [81].
Die stationäre Fluoreszenzintensität entspricht dem Flächeninhalt unter den zeitaufgelösten
Intensitätsabklingkurven der Probe. Trotz der komplexen und kostenintensiven Instrumen-
tierung für zeitaufgelöste Messungen findet sie häufig Einsatz, um die molekularen Infor-
mationen zu liefern, die durch die Flächeninhaltsbildung der stationären Fluoreszenz ver-
loren gegangen sind. Häufig existieren beispielsweise mehrere Konformationen von Makro-
molekülen in Abhängigkeit der Bindung eines Liganden, welche über verschiedene Abkling-
zeiten nachgewiesen werden können. Somit könnte die Existenz von 2 Abklingzeiten die
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Anwesenheit von mehreren Konformationszuständen aufklären. Wohingegen die stationäre
Fluoreszenz nur eine Durchschnittsintensität in Abhängigkeit der gewichteten Durchschnit-
te der zwei Abklingzeiten aufdecken könnte.
Zeitaufgelöste Messverfahren werden vor allem zur Untersuchung von biologischen Makro-
molekülen und vermehrt als bildgebende Verfahren zur Untersuchung von Zellen und Ge-
weben eingesetzt (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, FLIM) [83]. Letztere bietet
den großen Vorteil, unabhängig von der mit mikroskopischen Verfahren schwierig zu be-
stimmenden Fluorophor-Konzentration, Informationen über Interaktionen von Molekülen
zu bestimmen.
Es existieren zwei wesentliche Nachweisverfahren zur Bestimmung von Fluoreszenzlebens-
dauern: Zeitbereich- und Frequenzbereich-Messverfahren. Über die letzten Jahrzehnte hin-
weg haben sich die Zeitbereich-Methoden vermehrt durchgesetzt, da sie kleiner, preiswerter
und zuverlässiger geworden sind [81]. Vor allem aber ist die Auswertbarkeit auch bei kom-
plexen Abklingvorgängen deutlich sicherer im Falle der Zeitbereich-Verfahren. Die Technik
basiert auf der gepulsten Anregung einer Probe. Die Pulsbreite ist so kurz wie möglich, be-
stenfalls viel kürzer als die Fluoreszenzlebensdauer der Probe. Die zeitabhängige Emissi-
onsintensität wird nach jedem Puls gemessen und entspricht einer exponentiellen Zerfalls-
kurve. Aus dem resultierenden Zusammenhang logI(t) gegenüber t kann aus dem Anstieg
(entspricht -1/τ) die Abklingzeit τ berechnet werden.
Ein Zeitbereich-basiertes Messverfahren, welches sehr häufig eingesetzt wird und der Be-
stimmung von Lebensdauern im Nano- und Subnanosekundenbereich dient, ist die soge-
nannte zeitkorrelierte Einzelphotonen Zählung (Time-Correlated Single Photon Counting,
TCSPC). Das prinzipielle Messregime ist in Abbildung 2.8 dargestellt. Im Wesentlichen
wird hierbei der zeitliche Abstand zwischen der Detektion eines emittierten Photons und
dem dazu korrespondierenden Anregungs-Laserimpuls gemessen. Der Laserimpuls star-
tet eine mit der Zeit linear ansteigende Spannungsrampe (Time-to-Amplitude-Converter,
TAC), die durch die Detektion des ersten ankommenden Emissions-Photons gestoppt wird.
Der an dieser Stelle gemessene Spannungswert wird in eine Zeit (∆t) umgerechnet und kor-
respondiert zu einem Messwert. Dieser und mehrere tausend weitere Messwerte als statisti-
sche Einzelphotonenereignisse werden in einem Photonenhäufigkeits-Zeit-Histogramm dar-
gestellt, was die substanzspezifische exponentielle Abklingkurve ergibt. Beispielhaft ist ei-
ne solche Abklingkurve in Abbildung 2.9 dargestellt.
Als Voraussetzung für diese Messungen gilt, dass die Wahrscheinlichkeit, dass ein einzel-
nes Photon zur Zeit ∆t nach einem Anregungspuls detektiert wird, proportional zur Fluo-
reszenzintensität zu dieser Zeit ist. Um dies zu realisieren, muss das Verhältnis von Start-
zu Stopp-Photonen α < 2% betragen, sodass die häufiger auftretenden schnellen Photo-
nen im Histogramm nicht überrepräsentiert werden und somit eine verfälschte Lebensdau-
er entsteht.
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Abbildung 2.8.: Stark vereinfachte Darstellung des TCSPC-Grundprinzips. Eine gepulste Lichtquelle
regt die Probe an, deren erstes (statistische selten auftretendes α < 2%) Photon de-
tektiert wird. Die Zeitdifferenz ∆t zwischen Anregung und Emission wird mit dem
TAC gemessen. Dieses ∆t ist ein Messwert für ein Histogramm, in dem die Photonen-
anzahl gegenüber der Zeit aufgetragen ist und aus dem sich die Fluoreszenzabkling-
kurve bildet.
Die mathematische Anpassung an Fluoreszenzlebensdauer-Modelle erfolgt mit Hilfe der
Geräteantwortfunktion (auch Prompt genannt und in Abbildung 2.9 zu sehen). Diese wird
mit Hilfe von streuenden Nanopartikeln oder Fluorophoren mit extrem kurzer Lebensdauer
τ → 0 unter den selben Messbedingungen bestimmt, wie die Abklingkurve der Probe. Da-
bei wird die untere zeitliche Auflösungsgrenze deutlich, die etwa 1/20 der Halbwertsbrei-
te (Full With Half Maximum, FWHM) des im Prompt entstehenden Peaks der LED ent-
spricht. Jedoch wird die zeitliche Auflösung auch durch die Elektronik sowie die Transitzeit-
Verbreiterung und sogenannte Afterpulse des Detektors beeinflusst, da diese die zeitliche
Zuordnung der Photonen verbreitern.
Um eine Modellfunktion an die gemessene Abklingfunktion N(tk) anzupassen, findet die
mathematische Faltung der Geräteantwortfunktion L(tk) mit der berechneten Modellfunk-
tion Nc(tk) Einsatz. Dabei sind tk diskrete Zeiten, da die Photonen in Kanälen mit defi-
nierten Zeitspannen (∆tk) gesammelt werden. Die Gerätefunktion wird praktisch als viele
einzelne, zeitlich versetzte und Intensitäts-gewichtete Dirac-Funktionen aufgefasst, die je-
weils eine Fluoreszenzabklingkurve induzieren. All die gewichteten und zeitlich versetzten
Kurven werden dann aufaddiert, was der mathematischen Funktion der Faltung entspricht.
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Abbildung 2.9.: TCSPC-Fluoreszenzabklingkurve von 3,2 µM Fluorescein in Wasser mit τ = 4,08
ns, χ2 = 1,46. Die linke Seite der Residuen (untere Darstellung) zeigt einen kleinen
systematischen Fehler.
Theoretisch müsste man für ein direktes Verfahren die Modellfunktion mit der gemessenen
Funktion
”
rückfalten“. Da jedoch bei der mathematischen Operation der Faltung Informa-
tionen irreversibel verloren gehen, ist kein direktes
”
Rückfalte“-Verfahren verfügbar, dem-
zufolge erfolgt der Umweg über die Faltung mit verschiedenen Modellfunktionen. Dieser
iterative Prozess unter Verwendung verschiedener Modellfunktionen geschieht mit Suchal-
gorithmen so oft, bis zu einem bestimmten Abbruchkriterium eine optimale Modellfunkti-
on gefunden wurde.
Als Qualitätskriterium der Anpassung für Abklingmodelle dient häufig der χ2-Wert. Die-
ser berechnet sich auf Grundlage der Methode der kleinsten Quadrate:
χ2 =
n∑
k=1
1
σ2k
[N(tk)−Nc(tk)]2 =
n∑
k=1
[N(tk)−Nc(tk)]2
N(tk)
(2.4)
Der χ2-Wert ist die Summe der quadrierten Abweichungen zwischen den gemessenen
(N(tk)) und den erwarteten Werten (Nc(tk)) - jeweils dividiert durch die Standardabwei-
chung, die für die Anzahl an detektieren Photonen (n Datenpunkte) erwartet wird. Ba-
sierend auf der Annahme, dass die Einzelphotonenzählung einer Poisson-Verteilung unter-
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liegt, folgt für die Standardabweichung σk =
√
N(tk). Daraus ergibt sich der reduzierte
χ2R-Wert wie folgt:
χ2R =
χ2
n− p
(2.5)
n ist die Anzahl an Datenpunkten und p die Anzahl an Regressionsparametern, sodass
n − p die Zahl der Freiheitsgrade ergibt. Da meist die Anzahl an Datenpunkten deutlich
die der Parameter übersteigt, kann näherungsweise die Zahl der Freiheitsgrade mit der der
Datenpunkte gleich gesetzt werden. Demzufolge ist die Anpassung eines mathematischen
Modells an eine Abklingfunktion dann optimal, wenn der χ2R-Wert möglichst nahe 1 ist.
Im Fall von χ2R = 1 sind die Abweichungen von Modell gleich der zu erwartenden Poisson-
Streuung. Wenn das Modell nicht zu den Daten passt, wird χ2R signifikant größer als 1
sein (Vgl. Abbildung 2.9). Um zu testen, ob Signifikanz vorliegt, kann ein F-Test, der
die χ2R-Werte beider Modelle statistisch vergleicht, Abhilfe schaffen [81]. In jedem Fall
sollte die Analyse der Residuen erfolgen, um eventuelle nicht zufällige Verteilungen, die für
Modellabweichungen stehen, zu erkennen.
Die Abklingkurven können neben dem klassischen 1-exponentiellen Abfall, der nur den
Parameter τ beinhaltet, noch einige weitere Formen annehmen. Beim multi-exponentiellen
Abfall werden neben den Lebensdauern τi außerdem die Amplituden αi bestimmt.
I(t) =
∑
i
αi · exp(−t/τi) (2.6)
Die Summe der Amplituden (
∑
αi) wird auf 1 normiert. Demnach stehen die Amplituden
für die relative Gewichtung einer Lebensdauer-Komponente und können daher auch für die
Analyse von molekularen Interaktionen heran gezogen werden. Es existieren außerdem sehr
ähnliche Modelle für Lebensdauerverteilungen, die z.B. in Lösungsmittelgemischen Anwen-
dung finden. Dabei ist die Summe durch ein Integral ersetzt und beinhaltet demzufolge kei-
ne diskreten Lebensdauern.
Für den im nachfolgenden Kapitel beschriebenen Förster Resonanz Energietransfer kann
für Fluorophore in Lösung folgendes Abklingmodell verwendet werden:
ID(t) = I
0
D · exp
[
−t/τD − 2γ
(
t
τD
)1/2]
(2.7)
Dabei steht der Index D für den Donor und γ = A/A0 (A entspricht der Akzeptorkonzen-
tration und A0 dessen kritischer Konzentration, bei der 76% Energietransfer stattfindet).
Es ist hervorzuheben, dass die mathematische Unterscheidung verschiedener Lebensdau-
ern, d.h. die Auflösung multi-exponentieller Abklingkurven mit mehreren Lebensdauern
und Amplituden nicht trivial ist. Ein hohes Signal-Rausch-Verhältnis hilft, um sich von
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der Poisson-Streuung abzuheben. Als weiteres Verfahren, um dieses Problem zu reduzieren,
dient die Verwendung zeitaufgelöster Emissionsspektren (Time-Resolved Emission Spectra,
TRES). Diese enthalten neben der Zeit, zusätzlich die spektrale Information über die Pro-
be. Gekoppelt mit einer Globalanalyse kann eine höhere statistische Sicherheit der zu be-
stimmenden Parameter erzielt werden. Bei dieser Methode wird davon ausgegangen, dass
sich die Lebensdauern bei verschiedenen Detektionswellenlängen nicht ändern, jedoch die
Amplituden. Diese Grundannahme wird für die Modellanpassung genutzt, um die Sicher-
heit der angepassten Parameter zu erhöhen.
2.3.4. Förster-Resonanz-Energietransfer
Förster-Resonanz-Energietransfer (FRET) ist ein strahlungsloser Desaktivierungsprozess
von Molekülen im angeregten Zustand. Dabei erfolgt die Übertragung der Anregungsenergie
des Donor-Fluorophors auf ein Akzeptor-Molekül mit übereinstimmender Anregungsener-
gie (spektrale Überlappung der Donor-Emission mit der Akzeptor-Absorption) und führt
folglich zur Abnahme der Donorfluoreszenz. Der Energietransfer erfolgt über strahlungs-
lose Dipol-Dipol-Wechselwirkung der beiden Oszillatoren [84], d.h. der schwingende Dipol
des Donors bringt den Dipol des Akzeptors zum Anschwingen, wobei der erste seine Ener-
gie vollständig abgibt. Es herrscht kein Kontakt der Partnermoleküle, vielmehr erfolgt die
Übertragung über große Distanzen typischerweise zwischen 15 und 60 Å [81].
Ein wichtiges Maß für den Energietransfer ist der kritische Förster Radius. Das ist derje-
nige Abstand zwischen Donor (D) und Akzeptor (A), bei welchem die gleiche Wahrschein-
lichkeit zum Energietransfer wie für alle anderen Desaktivierungsprozesse, d.h. 50% Trans-
fereffizienz besteht. Der Förster-Abstand ist gegeben durch
R60 =
(
9000(ln10)ΦDκ
2
128π5Nn4
)∫ ∞
0
FD(λ)εA(λ)λ
4dλ (2.8)
Der Förster-Radius geht mit der 6. Potenz ein und ist proportional zur Fluoreszenzquan-
tenausbeute des Donors (ΦD) und zum Orientierungsfaktor κ
2. Dieser charakterisiert die
relative Orientierung der Übergangsdipolmomente von Donor und Akzeptor zueinander
und kann Werte zwischen 0 und 4 annehmen (in homogenen Lösungen = 2/3). Weiterhin
besteht umgekehrte Proportionalität zum Brechungsindex in der 4. Potenz n4 des Lösungs-
mittels und der Avogadrokonstanten NA. Das in der Gleichung enthaltene spektrale Über-
lappungsintegral ist ein Maß für die Resonanz zwischen Donor und Akzeptor. Es beinhal-
tet das Fluoreszenzspektrum des Donors FD(λ) sowie den molaren Extinktionskoeffizien-
ten des Akzeptors εA(λ). Je größer die spektrale Überlappung des D-A-Paares ist, desto
kleiner ist R0 und desto größer ist die Energietransferrate.
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Die Transferrate der Energie eines durch den Abstand r getrennten Donor-Akzeptor-Paares,
kann auf folgende Weise über den kritischen Förster Radius R0 berechnet werden
kT (r) =
1
τD
(
R0
r
)6
(2.9)
Daraus geht hervor, dass die Geschwindigkeit des Energietransfers abhängig vom Mo-
lekülabstand und der Donor-Fluoreszenzlebensdauer τD in Abwesenheit von Energietrans-
fer ist. Die Transfereffizienz eines einzelnen D-A-Paares mit fixem Abstand ist
E =
R60
R60 + r
6
(2.10)
Dabei ist die 6. Potenz des D-A-Abstandes r proportional zur Energietransfereffizienz.
Der extrem sensitive Einfluss des Abstandes macht dieses Verfahren perfekt geeignet für
den Einsatz als
”
spektroskopisches Lineal“. Da die typischen Förster-Abstände vergleich-
bar mit der Größe biologischer Makromoleküle (Proteine oder Membranen) sind, sind Ab-
standsmessungen zwischen markierten Stellen eines Proteins möglich. Dies ermöglicht die
Aufklärung von Proteinfaltungsmechanismen, der Interaktion von Proteinen untereinander
oder mit Membranen. Für weitere, insbesondere biologische Anwendungen von FRET sei
auf die Literatur verwiesen [81,83,85–87].
Die experimentelle Bestimmung der FRET-Effizienz kann über das Verhältnis der Quanten-
ausbeuten bzw. Lebensdauern des D-A-Komplexes zu dem Donor über den folgenden Zu-
sammenhang erfolgen:
E = 1− τDA
τD
(2.11)
2.3.5. Fluoreszenzspektroskopie zur Aufklärung molekularer
Wechselwirkungen mit molekular geprägten Polymeren
Um intermolekulare Bindungsprozesse aufzuklären, stehen einige optische Detektionsme-
thoden zur Verfügung. Da molekulare Interaktionen generell mit Änderungen der Elek-
tronenverteilung innerhalb des geformten Komplexes verbunden sind (mit interagierenden
Molekülen), kann Absorptionsspektroskopie helfen, um intermolekulare Bindungsprozesse
charakterisieren zu können [88]. Jedoch sind die spektralen Verschiebungen bei der Ab-
sorption sehr schwach und unspezifisch.
Aufgrund dieser geringen Absorptionsänderungen ist Fluoreszenz gewöhnlich die Untersu-
chungseigenschaft der Wahl, da sie sehr sensitiv auf Umwelteinflüsse in naher Umgebung
eines Fluorophors reagiert. Neben der Polarität der unmittelbaren Fluorophorumgebung
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haben auch die Viskosität sowie Brechungsindexänderungen großen Einfluss auf die Fluo-
reszenzemission. Stationäre Fluoreszenzuntersuchungen können angewandt werden, um die
Analytbindung zu detektieren, jedoch liefert dies keine detaillierte Information über die
lokale Umgebung um den Fluorophor in oder nahe der Bindungstasche. In diesem Fall
kann zeitaufgelöste Fluoreszenz helfen, um zwischen überlappenden Fluoreszenzspektren
des Analyten und dem geprägten Polymer zu unterscheiden und um Einblicke über mole-
kulare Interaktionen zu erhalten:
• Untersuchung von Spezifität und Affinität der Bindungsstellen
• Welche funktionellen Gruppen sind an der Interaktion beteiligt?
• Wie verändert der Fluorophor seine spektroskopischen Eigenschaften von Monomer
zu Polymer?
• Welche intra- und intermolekularen Mechanismen sind vorhanden?
• Wie ist die Verteilung von zugänglichen und unzugänglichen Bindungsstellen inner-
halb der Polymermatrix?
Mit zeitaufgelösten Messungen von Polymeren werden in der Regel die Fluoreszenzlebens-
dauer (-verteilung) eines Fluorophors und deren Amplituden, die zum relativen Prozentsatz
einer fluoreszenten Spezies mit einer bestimmten Lebensdauer korrespondieren, bestimmt.
Die Anpassung der Fluoreszenz-Abklingkurven an mathematische Modelle und die damit
verbundene Berechnung verschiedener Parameter gibt Hinweise auf die zugrunde liegende
Interaktion. Lebensdauerverteilungen liegen beispielsweise vor, wenn Interaktionen mit va-
riierenden Interaktionsenergien vorliegen (wie im Fall der Wasserstoffbrückenbindung), wo-
hingegen eine quadratische Abhängigkeit mit weitreichenden Interaktionen verbunden ist,
wie es beim Förster Energietransfer der Fall ist. Multiexponentielle Abklingkurven kenn-
zeichnen auf der anderen Seite, dass verschiedene Spezies (im einfachsten Fall Moleküle in
verschiedenen Zuständen) in die Interaktion involviert sind.
Zeitaufgelöste Fluoreszenzuntersuchungen von MIPs klären molekulare Interaktionen auf,
wie erstmals von der Gruppe um Wandelt im Jahr 2002 publiziert, bei der ein cAMP ge-
prägtes fluoreszentes Polymer untersucht wurde, um die Spezifität und Affinität der Poly-
merbindungstaschen zu bestimmen [51,89]. In einer Arbeit von Rosengren et al. [90] konn-
ten stationäre Fluoreszenzbindungsstudien eines Warfarin geprägten Polymers keine spezi-
fische Bindung des Analyten nachweisen. Im Gegensatz dazu erlaubten zeitaufgelöste Un-
tersuchungen die in situ-Beobachtung der Warfarin-Bindung an MIP-Partikel mit eindeu-
tiger Differenzierung von gebundenen und ungebundenem Warfarin innerhalb einer Unter-
suchungslösung ohne Separationsschritt.
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2.4. Design of Experiments als universelles
Optimierungsverfahren
2.4.1. Grundlagen der Chemometrik
Die Chemometrik nutzt mathematische und statistische Methoden, um chemische Verfah-
ren und Experimente bzgl. deren Planung, Durchführung und Auswertung zu optimieren,
mit dem Ziel, dabei ein Maximum an problemrelevanten Informationen zu gewinnen [91].
Das jeweilige Untersuchungsobjekt einer Optimierung kann als System oder Prozess aufge-
fasst werden. Darauf wirken Eingangs- und Ausgangsgrößen unter gleichzeitiger Wirkung
von Störeinflüssen (Abbildung 2.10).
Die Methoden zur Untersuchung des Verhaltens technischer Systeme können zum einen
analytisch als auch empirisch sein. Im ersten Fall werden theoretische Herleitungen bzw.
die Berechnung auf Basis physikalischer Gesetzmäßigkeiten genutzt, um das System zu
beschreiben. Bei den empirischen Methoden werden Eingangsgrößen des Systems mittels
praktischer Experimente variiert oder computergestützte Simulationen durchgeführt. Em-
pirische Methoden können nur angewandt werden, wenn die Eingangsgrößen des Systems
aktiv und bewusst vom Experimentator einstellbar sind. Dahingegen können analytische
Methoden ausschließlich angewandt werden, wenn die grundlegenden Zusammenhänge der
physikalischen Größen bekannt sind.
Mögliche Fragestellungen, um das Systemverhalten zu charakterisieren, sind z.B. in
Abhängigkeit der Eingangsgrößen a) ein Maximum oder Minimum der Ausgangs- bzw.
Zielgröße zu finden, b) einen Bereich zu finden, in dem die Zielgröße bestimmte Werte an-
nimmt, c) einen Bereich zu bestimmen, in dem die Zielgröße nur wenig von den Einstell-
parametern abhängt oder d) den allgemeinen funktionalen Zusammenhang z = f(xi) zu
ermitteln.
Abbildung 2.10.: Blockschaltbild zur allgemeinen Beschreibung technischer Systeme und Prozesse mit
Eingangs- und Ausgangsgrößen sowie daraus abgeleiteten Zielgrößen unter Wirkung
von Störeinflüssen.
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2.4.2. Prinzip, Versuchspläne und Vorteile der statistischen
Versuchsplanung
Die statistische Versuchsplanung, auch Design of Experiments (DoE) genannt, ist ein Teil-
gebiet aller Wissenschaftsbereiche inklusive der Chemometrik. DoE ist eine systematische
Optimierungsmethode zur effizienten Planung von Versuchsreihen, um mit möglichst we-
nigen Experimenten ein System oder einen Prozess mit einer vordefinierten statistischen
Sicherheit zu optimieren. Dies beinhaltet die Ermittlung der Zusammenhänge zwischen
Eingangsgrößen (Einflussfaktoren) und abgeleiteten Ausgangsgrößen (Zielgrößen) unter
gleichzeitiger Wirkung von Störeinflüssen (Rauschvariablen) (Vgl. Abbildung 2.10). Das
heißt, meist ist es das Ziel, relevante Einflussgrößen zu bestimmen und mathematische
Modelle für die Systemantwort zu bilden, um das System damit gezielt steuern und beein-
flussen zu können.
Dazu bedient sich die Methode speziellen Versuchsplänen - einer Art
“Experimentiertabelle“ - die zu verschiedenen Experimenten korrespondieren und den
Versuchsraum aufspannen. Diese Versuchspläne zeichnen sich dadurch aus, dass sie ma-
thematisch balanciert und orthogonal sind, sodass sie einen maximalen Informationsgehalt
tragen und mit einfachen mathematischen Methoden und geringem Rechenaufwand analy-
sierbar sind. Folglich geht die Reduzierung der Anzahl an Versuchen und die gleichzeitige
Erhöhung des Informationsgehaltes durch ein geschicktes experimentelles Design einher.
Somit werden die Ergebnisse verhältnismäßig schnell und vor allem statistisch gesichert
(u.a. mit Angabe von Vertrauens- und Vorhersagebereichen) erzielt. Für gute Übersichts-
literatur zum Thema statistische Versuchsplanung sei auf die Arbeiten von Kleppmann,
Montgomery, Siebertz und Sharaf verwiesen [92–95].
Abbildung 2.11.: Übersicht der verschiedenen Variablen in der statistischen Versuchsplanung: (A)
Unterteilung in abhängige und unabhängige Variablen, (B) Darstellung des Versuchs-
raumes mit abhängigen Variablen und Faktoren.
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Das generelle Ziel des DoE ist die Optimierung der Designvariablen, die das zu optimie-
rende System oder den Prozess beschreiben. Die genaue Optimierungsstrategie, wie bspw.
die Prozessoptimierung oder Robustheit eines Prozesses zu erzielen, spiegelt sich direkt in
der Art des gewählten Versuchsplanes wieder, der entsprechend auf die jeweilige Anwen-
dung zugeschnitten wird. Somit erfolgt auch die Festlegung der Auswertestrategie vor der
Versuchsdurchführung, womit ein zielorientiertes Vorgehen gewährleistet wird. Versuchs-
pläne können so gestaltet werden, dass beliebig viele zusätzliche Versuche gestartet wer-
den, sofern abzusehen ist, dass ein bestimmter Effekt zu sehen ist. Durch die strukturierte
Herangehensweise beim DoE ist es möglich, die Zeit und Kosten der Versuche im Vorhin-
ein abzuschätzen. Des Weiteren ist ein herausragender Vorteil der Versuchsplanung, dass
Kombinationen an Einflussfaktoren, d.h. mehrere Faktoren gleichzeitig, untersucht wer-
den können. Demzufolge ist es möglich, mit DoE synergische oder antagonistische Effekte
zwischen 2 oder mehreren Einflussfaktoren aufzudecken und komplexe Wirkungszusam-
menhänge zwischen einer Vielzahl an Einflussfaktoren und Zielgrößen zu erfassen.
Zum Verständnis der statistischen Versuchsplanung werden einige Definitionen und Be-
zeichnungen benötigt (Abbildung 2.11). Es gibt prinzipiell zwei Arten von Variablen: die
abhängigen und die unabhängigen. Die abhängigen Variablen sind die Zielgrößen, d.h. die
gemessenen Größen der Experimente oder davon abgeleitete Größen. Wie der Name impli-
ziert, hängen die abhängigen Variablen von anderen Variablen ab. Neben den berücksich-
tigten unabhängigen Variablen können diese von weiteren Variablen abhängen, die entwe-
der nicht betrachtet oder nicht aktiv von Experimentator beeinflussbar (Rauschfaktoren)
sind.
Die unabhängigen Variablen können potentiell die Zielgrößen beeinflussen und werden in
Kontroll- und Rauschvariablen unterteilt. Kontrollvariablen sollen bewusst zur Prozessre-
gelung eingesetzt werden, wohingegen Rauschvariablen diejenigen sind, deren Einfluss auf
das Prozessergebnisse nicht kontrollierbar ist oder bewusst nicht kontrolliert werden soll.
Wenn Rauschvariablen nicht kontrollierbar, aber zumindest quantitativ bestimmbar sind,
können sie als Kovariablen mit in die statistische Versuchsplanung einbezogen werden. Die
Kontrollvariablen, die in der Versuchsplanung berücksichtigt werden, werden als Faktoren
bezeichnet. Diese wiederum können bestimmte quantitative oder qualitative Werte anneh-
men - die sogenannten Faktorstufen.
Ein Effekt ist ein Maß dafür, wie stark die Wirkung eines Faktors xi auf die jeweilige Ziel-
größe ist. Definiert ist ein Effekt als Mittelwertsdifferenz der experimentellen Ergebnisse
verschiedener Versuchspunkte mit unterschiedlichen Faktoreinstellungen (-1 und +1). Von
einem signifikanten Effekt wird gesprochen, wenn mittels eines statistischen Tests diese
Mittelwertdifferenz nicht mit der Messstreuung erklärt werden kann, sondern aufgrund der
Faktorstufeneinstellungen zustande kommt.
Haupteffekte sind Effekte der einzelnen Faktoren. Wohingegen Interaktionen Wechselwir-
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kungen von Faktoren sind, die nicht auf die alleinige Wirkung der einzelnen Faktoren
zurückzuführen sind. Von einer Wechselwirkung ist die Rede, wenn der Effekt von einem
Faktor auf die Zielgröße davon abhängt, welchen Wert der andere Faktor hat (oder umge-
kehrt) [92]. Mathematisch stellt sich eine Interaktion als Produkt der Einzelfaktoren dar.
Es gelten einige notwendige Voraussetzungen bevor die statistische Versuchsplanung zur
Optimierung eines Systems oder Prozesses herangezogen werden kann. Benötigt werden:
• bekannte potentielle Einflussfaktoren, die gemessen und aktiv eingestellt werden
können
• messbare, abhängige Variablen
• ein Arbeitspunkt als Startpunkt für die Optimierung
Des Weiteren können folgende Ergebnisse von einem DoE - üblicherweise gekoppelt mit
Regressionsanalyse als Auswerteverfahren - in bestimmten Grenzen erwartet werden:
• Erhalt eines empirischen mathematischen Modells, welches signifikante Einfluss-
faktoren auf abhängige Variablen beinhaltet und folglich die den Zusammenhang
zwischen Faktoren und abhängigen Variablen erklärt (Quantifizierung und Richtung
der Effekte)
• Aufklärung von Haupteffekten einzelner Einflussfaktoren und Wechselwirkungen
zwischen Einflussfaktoren auf die Zielgrößen
• Gültigkeit des Modells ist ausschließlich im analysierten Werte-Bereich der Faktoren,
d.h. nur Interpolation möglich, gegeben, unter Berücksichtigung der Abweichungen
und der mathematischen Beschreibung (ein adäquates Modell mit bestimmter Anzahl
an Freiheitsgraden kann nur angepasst werden, wenn Anzahl an Versuchspunkten
und Messwiederholungen hoch genug ist)
Wichtige Prinzipien des DoE sind die Folgenden:
• Randomisierung der Reihenfolge der Versuche
• Block-Bildung einzelner Versuche
• Wiederholung der Versuche zur Varianzminimierung
• mathematische Orthogonalität und Balanciertheit der Versuchspläne
• Normierung der Einflussfaktoren in dimensionslose Größen
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Die Randomisierung, d.h. die zufällige Variation der Versuchsreihenfolge dient dem Aus-
schluss von driftbedingten Einflüssen aufgrund von zeitlichen Veränderungen der Umge-
bungsbedingungen auf die Versuchsergebnisse. Die Block-Bildung dient der Erhöhung der
Präzision eines Experiments und wird angewendet, wenn innerhalb einer Versuchsreihe ei-
ne unvermeidbare Änderung der Versuchsbedingungen, wie z.B. der Charge, ausführender
Person oder Zeit, besteht. Dabei wird gezielt in homogene Versuchsreihen-Untergruppen
eingeteilt, um den Störeinfluss der geänderten Bedingungen zu minimieren und zu quan-
tifizieren. Des Weiteren berücksichtigt die gezielte Versuchswiederholung die zugrunde lie-
gende Varianz und die Höhe des Effektes, der zu erwarten ist. Um einen zu kleinen Ef-
fekt noch nachweisen zu können, kann somit eine Erhöhung der Versuchsanzahl erfolgen,
um die Varianz zu minimieren und die statistische Sicherheit zu erhöhen. Mathematische
Orthogonalität bedeutet, dass die Faktoren unabhängig voneinander sind und demzufolge
eine Korrelation von 0 haben. Wohingegen die Balanciertheit die Ausgewogenheit des Pla-
nes bzgl. dessen darstellt, dass alle Faktorstufen gleich oft vorkommen und somit gleich
wichtig sind. Außerdem erfolgt die Normierung der Einflussfaktoren so, dass dem jeweili-
gen Faktorlevelminimum der Wert -1 zugeordnet wird und dem Maximum der Wert +1.
Dadurch erhalten alle Einflussfaktoren die gleiche Wichtung, womit die anschließende ma-
tritzenbasierte Berechnung vereinfacht und ihr jeweiliger Effekt direkt vergleichbar wird.
Es gibt unterschiedliche Versuchspläne für DoE, die in Abhängigkeit der Anwendung und
somit der Anzahl an Faktoren und Faktorstufen mehr oder weniger geeignet sind. Die wohl
bekanntesten Versuchsplantypen, anhand derer das Konzept der statistischen Versuchs-
planung deutlich wird, werden in Tabelle 2.3 kurz verglichen und graphisch gegenüber ge-
stellt. Die darin dargestellten Beispiele beinhalten jeweils k = 3 Einflussfaktoren (x1, x2,
x3) auf je 2 Stufen. Die Punkte an den Ecken der Würfels korrespondieren zu den jeweili-
gen Experimenten.
Der vollfaktorielle Plan ist ein grundlegender Designtyp der statistischen Versuchspla-
nung. Im dargestellten Beispiel mit 3 Einflussfaktoren auf 2 Stufen ergibt sich ein Würfel
als Versuchsanordnung im Raum mit 8 Versuchspunkten. Die Orthogonalität und Balan-
ciertheit des Planes ist hier leicht ersichtlich. Der vollfaktorielle Plan bietet sich an, wenn
die Anzahl an Leveln und Faktoren klein und die Abhängigkeit der Zielgröße von den Ein-
flussfaktoren und deren Interaktionen unbekannt ist. Das liegt darin begründet, dass alle
Haupteffekte und 2-fach sowie höheren Interaktionen eindeutig bestimmt werden können,
da diese untereinander nicht korreliert sind. Der teilfaktorielle Plan basiert darauf, dass
bewusst auf einige Kombinationen des vollfaktoriellen Planes verzichtet wird, um die Ex-
perimentanzahl gezielt zu reduzieren. Dieser ist besonders empfehlenswert, wenn bestimm-
te Interaktionen zwischen Faktoren auszuschließen sind, da er trotz der reduzierten An-
zahl an Experimenten einen hohen Informationsgehalt liefert. Im angegebenen Beispiel mit
dem Reduzierungsfaktor p = 1 werden nur 4 Versuche benötigt, um die gleiche Anzahl an
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Faktoren und Faktorstufen zu untersuchen wie beim vollfaktoriellen Plan. Bei vielen Fak-
toren kann die Reduzierung noch weiter verstärkt werden, sodass der Plan zum Screening
von Effekten genutzt werden kann. Im Gegensatz dazu dient der zentral zusammengesetzte
Versuchsplan insbesondere der Untersuchung nichtlinearer Effekte. Er besteht aus einem
Würfel, wie im Fall des vollfaktoriellen Versuchsplans, und einem
”
Stern“ mit einem Zen-
trumspunkt mit n Wiederholungen. Daraus ergeben sich in diesem Beispiel 15 Versuche,
wenn der Zentrumspunkt nur einmalig durchgeführt wird.
Weitere Beispiele für weit verbreitete Versuchspläne sind die Plackett-Burman-
Versuchspläne, die bei extrem vielen Einflussfaktoren eine sehr geringe Experimentan-
zahl liefern (
”
Screening“), die Box-Behnken- und die sogenannten optimalen Pläne (D-,
A-optimal etc.). Aber auch die Lateinischen Quadrate und gemixte Designs finden häufig
Anwendung. Als vertiefende Literatur über die Vielzahl an verschiedenen Versuchsplänen
sei auf [92, 93, 96] verwiesen. Generell hängt die Wahl des Designs von der gewünschten
Anwendung ab und muss von Fall zu Fall aus einem Kompromiss zwischen Versuchsan-
zahl, Informationsgehalt und anzupassenden mathematischen Modell geschlossen werden.
Tabelle 2.3.: Überblick und Vergleich von Versuchsplänen für das Design of Experiments.
Versuchsplanart vollfaktoriell teilfaktoriell zentral zusammen-
gesetzt
Versuchsanzahl 2k 2k−p 2k + 2 · k + n
Vorteile hohe Sicherheit über
den Einfluss der
Haupteffekte und In-
teraktionen
Untersuchung einer
hohen Faktoranzahl
mit reduzierter An-
zahl an Experimen-
ten
Untersuchung nichtli-
nearer, z.B. quadrati-
scher, Effekte; hoher
Informationsgehalt
Nachteile nur auf lineare und
transformierte Ef-
fekte anwendbar;
verhältnismäßig ho-
her Versuchsumfang
vermischte Faktoren
und vermischte Inter-
aktionen können auf-
treten, sind jedoch im
Vorfeld bekannt
vergleichsweise viele
Experimente notwen-
dig
x3
x2
x1
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2.4.3. Design of Experiments zur Optimierung von MIPs
Es existieren einige Chemometrik-Methoden, die zur Optimierung von MIPs erfolgreich
eingesetzt wurden, wie
• Design of Experiments (DoE) [93,97],
• computergestützte Methoden, die chemische Interaktionen zwischen dem Target-
Molekül und den funktionellen Monomeren modellieren und simulieren [98] oder
• kombinatorische Methoden zur Hochdurchsatz-Synthese von chemischen Bibliothe-
ken, die auch mit DoE gekoppelt werden können [99,100].
Gute Überblicke über diese Polymer-Optimierungsmethoden werden in den Arbeiten von
Batra, Meier und Mayes gegeben [101–103].
Die Optimierung von molekular geprägten Polymeren mit statistischer Versuchsplanung
erfolgte erstmals im Jahr 2003 von Davies et al. und Navarro-Villoslada et al. [104, 105].
Bis heute gibt es etwa ein Dutzend Publikationen, die das Potential von DoE zur MIP-
Optimierung illustrieren. In der Literatur sind Untersuchungen mit verschiedenen Faktoren
und deren Kombination beschrieben, die die analytischen Eigenschaften der Polymere
beeinflussen, wie:
• Verhältnis Template: Monomer [99,105–107]
• Art des vernetzenden Monomers [105,108]
• der Einfluss des Initiators [99, 106]
• verschiedene Lösungsmittel [105] und
• die Polymerisations-Initiierungsmethode (thermisch/ UV) [99,105].
Die zur MIP-Optimierung bereits angewendeten Versuchsplanungstypen sind je nach An-
wendung unterschiedlich: vollfaktorielles Design [104], zentral zusammen gesetztes Design
[107, 109], fraktioniertes, faktorielles Design [99] oder Doehlert Design [108]. Da gewöhn-
lich viele verschiedene Einflussfaktoren gleichzeitig untersucht werden, wird oft multivaria-
te Datenanalyse angewendet, um Ursache-Wirkungs-Zusammenhänge zu detektieren, die
wiederum zur Optimierung der Polymerzusammensetzung verwendet werden.
3. Material und Methoden
3.1. Design of Experiments zur Optimierung von
molekular geprägten Polymeren
3.1.1. Materialien
Alle Chemikalien wurden entweder bei Sigma-Aldrich (St-Quentin Fallavier, Frankreich)
oder VWR International (Fontenay-sous-Bois, Frankreich) erworben, außer wenn anders
angegeben. Deionisiertes Wasser stammte von einem Milli-Q Gradienten (Millipore, Frank-
reich). Wasserfreies Dimethylsulphoxid (DMSO) stammte von Sigma-Aldrich, Methanol
(AnalaR Normapur) und Essigsäure (GPR Rectapur) wurden bei VWR gekauft, Salzsäure
(analytischer Grad, Fisher Scientific, Illkirch, Frankreich), Ethylendimethacrylat (ED-
MA), Methacrylamid (MAM) wurde bei Aldrich, D-Glucuronsäure (GA) von Sigma erwor-
ben. Azobisisobutyronitril (AIBN, oder VAZO 64) war von DuPont Chemicals (Wilming-
ton, USA). D-[6-14C]Glucuronsäure (spezifische Aktivität: 50-60 mCi/mmol, Aktivität: 0,1
mCi/mL) war von Biotrend Chemikalien GmbH (Köln). Die Synthese von (N-Acrylamido)-
Benzamidin (AAB) wurde von [110] adaptiert.
3.1.2. Polymerisationsprozedur
Entsprechend des statistischen Versuchsplans erfolgte die Synthese der mit Glucuronsäure
(GA) geprägten Polymere in Anwesenheit von AAB (Abbildung 3.1) so, dass drei Polyme-
re pro Tag (inkl. MIP und NIP (ungeprägtes Kontrollpolymer) = 6 Polymere) in randomi-
sierter Reihenfolge mit der folgenden Prozedur entstanden: Alle Polymere wurden durch
Präzipitationspolymerisation in wasserfreien DMSO hergestellt und entsprechend des in
Kapitel 4.1 dargestellten Versuchsplans wurden die Chemikalien in den angegebenen Men-
gen verwendet (Tabelle 3.1, Abbildung 3.2).
Zuerst wurde das funktionelle Monomer AAB in 4 mL DMSO in einem Glasröhrchen mit
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Abbildung 3.1.: Bindungstasche des molekular geprägten Polymers mit dem Template Glucuronsäure
(1) und den funktionellen Monomeren (N-acrylamido)-Benzamidin (AAB) (2) und
Methacrylamid (MAM) (3).
luftdichten Septum im Ultraschallbad (Elmasonic, Elma, Singen) für 30 min gelöst und
dann zum eingewogenen Template GA gegeben. Außerdem erfolgte die Inkubation der
AAB/GA-Lösung zur Equilibrierung für 30 min auf einen Rotor (Labinco BV, Nieder-
lande). Danach wurde die Lösung zu den anderen Komponenten (funktionelles Monomer
MAM, Vernetzer EDMA und Initiator AIBN) hinzugefügt und das Endvolumen mit was-
serfreien DMSO eingestellt. Die Polymerisationsmixtur wurde dann für 2 min mit Stick-
stoff entgast und für 18 h bei 50 ◦C in einem Ölbad belassen, um den Polymerisationspro-
zess zu induzieren. Aufgrund der entstandenen Gelstruktur wurden die Polymere mit einer
Ultraschallsonde (Branson Sonifier 250, Branson Ultrasonic Corp., USA) bei 30% Leistung
für 1 min behandelt. Die Polymersuspensionen wurden dann in 50 mL Zentrifugenröhr-
chen überführt und intensiv gewaschen, d.h. jeweils 2 h dreimalig mit HCl (1 M), dreimalig
mit Methanol:Essigsäure (9:1) und viermalig mit Methanol geschüttelt. Je Lösungsmittel
erstreckte sich je eine Schüttelrunde über 18 h. Die Polymere wurden nach jedem Wasch-
schritt durch Zentrifugation bei 20 000 rpm für 20 min bei 15 ◦C sedimentiert. Im An-
schluss erfolgte die Trocknung bei Raumtemperatur unter Vakuum. Nicht geprägte Kon-
trollpolymere (NIPs) wurden in gleicher Art synthetisiert jedoch ohne Zugabe an Glucu-
ronsäure als Templatemolekül.
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Tabelle 3.1.: Menge der Chemikalien, die für die Synthese der Polymere eingesetzt wurden.
Lauf-Nr. GA, mmol AAB, mmol MAM, mmol EDMA, mmol AIBN, mmol
1 0,050 0,050 0,15 0,3 0,005
2 0,050 0,050 0,15 0,3 0,008
3 0,025 0,025 0,08 0,5 0,006
4 0,025 0,025 0,08 0,5 0,010
5 0,033 0,033 0,23 0,4 0,006
6 0,033 0,033 0,23 0,4 0,010
7 0,020 0,020 0,14 0,8 0,010
8 0,020 0,020 0,14 0,8 0,017
9 0,033 0,033 0,17 0,5 0,009
Abbildung 3.2.: Darstellung der Struktur der in der Studie verwendeten Chemikalien.
3.1.3. Charakterisierung der Polymer-Bibliothek
Um die Bindungsassays mittels Flüssig-Szintillationsmessung durchzuführen, wurde eine
Stammlösung von radioaktiv markierter Glucuronsäure (GA) von der kommerziell erhältli-
chen Analytlösung in Ethanol erstellt. Um die Endkonzentration von 16,6 pmol (0,83 nCi)
von GA in 0,1 mL zu erhalten, wurde eine Doppelverdünnung in Wasser durchgeführt. Un-
terschiedliche Polymerkonzentrationen wurden von der Stammlösung in Methanol in 2 mL-
Polypropylen-Mikrozentrifugenröhrchen pipettiert, um 0,1, 0,3, 0,5, 0,8 und 2,0 mg/mL
Endkonzentration an Polymer zu erhalten. 16,6 pmol radioaktiv markierte GA wurde hin-
zugefügt und die Inkubationslösungen mit 1 mL Endvolumen in Methanol:Wasser (9:1,
v/v) wurden bei Raumtemperatur über Nacht auf einem Röhrenrotor (Labinco) belassen.
Danach wurden sie bei 17 500 rpm für 30 min bei 15 ◦C zentrifugiert und 0,3 mL der Su-
pernatante wurden in ein Szintillationsröhrchen pipettiert, welches 2 mL der Szintillations-
flüssigkeit (Ultra Gold, PerkinElmer) enthielt. Die Menge an freien Radioliganden wurde
mit einem Flüssigszintillationszähler (Beckman LS-6000 IC, Beckman Instruments, USA)
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bestimmt. Die Menge der an das Polymer gebundenen GA wurde berechnet, indem der
Anteil an ungebundener GA von der Ausgangsmenge an GA, subtrahiert wurde. Zur Be-
stimmung von Bmax bei hohen Analytkonzentrationen wurden 3 mg Polymer mit 0,1 mM
GA und 83 pmol D-[6-14C]Glucuronsäure in einem Gesamtvolumen von 1 mL inkubiert.
3.1.4. Experimenteller Versuchsplan
Die Einflussfaktoren wurden auf je zwei definierten Faktorleveln sowie einem Zentrumsle-
vel variiert (Tabelle 3.2, Vgl. Kapitel 4.1). Die Höhe und damit der Abstand der Faktorle-
vel wurden so festgelegt, dass ihr erwarteter Einfluss nicht zu klein ist (um sich vom Rau-
schen abzuheben), und gleichzeitig der Abstand zwischen den Leveln nicht zu groß ist (um
nicht außerhalb des linearen Bereichs zu liegen). Um Effekte ermitteln zu können, die ent-
sprechend über dem Rauschlevel liegen, wurde eine theoretische Fehleranalyse auf Grund-
lage des Fehlerfortpflanzungsgesetzes durchgeführt, um die zu erwartenden Variationen je-
des Faktors aufgrund von Pipettier- und Wägefehlern abzuschätzen. Daraufhin wurden die
Faktorlevel so spezifiziert, dass sie mindestens dreimal größer als die berechneten, zu er-
warteten Variationen sind. Außerdem wurde der Bereich der Einflussfaktoren bestimmt, so,
dass das generelle Verhalten des
”
Polymersystems“ stabil ist, um damit ein einziges ma-
thematisches Modell auf den gesamten Versuchsraum anwenden zu können und das Mo-
dell somit nicht in Teile mit verschiedenem
”
System“-Verhalten zu teilen. Ein stabiles
”
Po-
lymersystem“ bedeutet, dass dessen beschreibende Zustandsgrößen, wie z.B. Opaleszenz
und physikalische Härte auf der makroskopischen Ebene nahezu konstant sind. Zur Sta-
bilisierung der Polymerlösungen und damit der Verhinderung der Polymer-Präzipitation
aufgrund designbedingter, variierender Polymerzusammensetzungen, wurde in allen Bin-
dungsexperimenten eine Methanol:Wasser-Mischung 9:1 verwendet und zunächst von der
Verwendung reinen Wassers abgesehen.
Obwohl es z.T. einen breiten theoretischen Variationsbereich der Einflussfaktoren inner-
halb der oben beschriebenen Grenzen gibt, grenzen weitere Limitationen den Parameter-
bereich ein. Tatsächlich ist eine Initiatorkonzentration von 1 mol% oder geringer zu bevor-
zugen, wie in [106]. Dort wurde durch ein experimentelles Design die Abhängigkeit des Se-
parationsfaktors von der Initiatorkonzentration im Bereich von 1 - 5% dargelegt mit einem
Tabelle 3.2.: Einflussfaktoren (abhängige Variablen) und ihre Level.
Einflussfaktoren Faktorlevel
funktionelles Monomer MAM, eq zum Analyten 3 7
Vernetzungsgrad CL, % 60 83
Initiator AIBN, mol% der Doppelbindungen 0,56 1
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Optimum bei 1%. Die Initiatorkonzentration in mol% berechnet sich aus dem Anteil
an Doppelbindungen, die an der Radikalpolymerisation beteiligt sind. Des Weiteren ist der
Vernetzungsgrad (CL, %) das relative Verhältnis der Massen von vernetzenden Mono-
meren zu allen Monomeren bzgl. der Masse. Je höher dieses Verhältnis, desto fester das
Polymer, weshalb in Abhängigkeit dieses Wertes entweder ein Mikrogel oder ein Bulkpo-
lymer erzeugt werden kann. Der Anteil an funktionellem Monomer wird in Form von
molaren Äquivalenten (eq) zu dem Analyten ausgedrückt. Das molare Verhältnis AAB zu
GA (1:1) und die Gesamtkonzentration an Monomeren (cm 5%) wurden konstant gehalten.
Die Zusammensetzung des Startpunkt-Polymeres, welches zu Lauf-Nr. 7 im Experimentel-
len Design korrespondiert, ist: cm 5%, AIBN 0,56 mol%, CL 83%, 7 MAM : 1 AAB : 1 GA.
3.1.5. Datenanalyse
Die nichtlineare Kurvenanpassung der Gleichgewichtsbindungs-Isothermen mit der radio-
aktiv markierten Glucuronsäure der Polymere wurde mit der Software GraphPad Prism
5 (’Specific binding’ fit) durchgeführt. Damit wurden die Werte der abhängigen Varia-
blen (K50, IF , B2) nach Gleichung 3.1, die einer Langmuir-typischen Isotherme (analog zu
Michaelis-Menten) entspricht, bestimmt:
mGA =
mGAmaxmPol
K50 +mPol
(3.1)
mGA repräsentiert die gebundene Menge an [
14C]GA an das Polymer und mPol entspricht
der Polymermasse in mg. K50 ist die Polymerkonzentration, bei der die halbmaximale Ab-
sorption des Analyten erreicht ist. mGAmax entspricht der maximal gebundenen Menge an
[14C]GA. Der Imprinting Faktor IF wurde aus dem Verhältnis an mGA der Radioliganden-
bindung an das MIP zu mGA an das NIP bei jeweils 2 mg Polymer bestimmt. B2 entspricht
der Menge an gebundenen [14C]GA an 2 mg Polymer. Bmax wurde in einem separaten
Sättingungsexperiment bestimmt. Die angepassten Parameter und alle anderen abhängi-
gen Variablen sind in Tabelle A.1 dargestellt. Alle Daten, die von dieser Anpassung stam-
men, wurden im Folgenden mit der Software Statistica 9.0 (StatSoft, Hamburg) analysiert,
um die Varianz- und Regressionsanalyse sowie Multi-Ziel-Optimierung durchzuführen.
Varianzanalyse (ANOVA)
Um die signifikanten Einflussfaktoren und deren Interaktionen zu bestimmen, wurde
eine Varianzanalyse für jeden Faktor und dessen Interaktionen mit anderen Faktoren
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durchgeführt. Alle möglichen Zweifach-Interaktionen sowie die Dreifach-Interaktion aller
drei Einflussfaktoren MAM · CL · AIBN wurden dafür betrachtet. Das Signifikanzniveau
α für den p-Wert wurde auf 5% gesetzt.
Regressionsanalyse
Zur Detektion des Einflusses aller Faktoren bzgl. Richtung und Höhe wurde eine multiva-
riate Regressionsanalyse durchgeführt. Dazu wurden die signifikanten Faktoren und Ziel-
größen an ein Modell durch multiple lineare Regression angepasst. Ein Polynommodell 2.
Grades wurde als Linearkombination aller Hauptfaktoren xi und aller möglichen Interak-
tionen xij (bis zur 2-Faktor-Interaktion) angepasst:
y = b0 + b1x1 + b2x2 + b3x3 + b12x1x2 + b13x1x3 + b23x2x3 (3.2)
Dabei steht y für die abhängigen Variablen, b sind die Wichtungen mit b0 als Konstante und
xi repräsentiert die unabhängigen Variablen MAM, CL, und AIBN (Vgl. Abbildung 4.1).
Die Einflussfaktoren xi wurden normalisiert, um alle Parameter dimensionslos zu machen
und um ihren Einfluss direkt vergleichen zu können.Eine ausführliche Residuenanalyse und
die Prüfung der Korrelationen zwischen den vorhergesagten und den gemessenen Werten
wurden durch Streugraphen analysiert und bewertet.
Multi-Ziel-Optimierung
Um die unabhängigen Variablen (hier: optimale Konzentrationen der einzelnen Komponen-
ten) zu finden, die den Einfluss mehrerer abhängiger Variablen (Bindungseigenschaften der
Polymere) gleichzeitig optimieren, wurde eine sogenannte Multi-Ziel-Optimierung durch-
geführt. Dabei werden aus einer Vielzahl möglicher Kombinationen an Einflussgrößen, die
unterschiedlich stark die Zielgrößen beeinflussen, diejenige selektiert, die ein globales Opti-
mum multipler, teilweise konträrer Ziele darstellen. Der dazu angewendete Erwünschtheits-
Ansatz von Derringer und Suich [111] basiert auf der Zuordnung von Erwünschtheitswerten
in der Weise, dass der am meisten erwünschte (optimale) Wert von dem Schwankungsbe-
reich möglicher Werte, die durch den Versuchsplan erhalten wurden, den Erwünschtheits-
wert 1 bekommt und der am meisten unerwünschte Wert den Erwünschtheitswert 0. Inner-
halb der erhaltenen Erwünschtheitsfunktionen (desirability functions) wird diejenige Kom-
bination der unabhängigen Parameter bestimmt, die die Gesamt-Erwünschtheit maximiert,
welche den geometrischen Mittelwert aller Erwünschtheitsfunktionen darstellt. Es wurde
ein globales Regressionsmodell für alle Zielgrößen verwendet, welches alle Einflussfaktoren
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beinhaltet, die auf mindestens eine Zielgröße einen signifikanten Einfluss haben (entspre-
chend der ANOVA). Damit beinhaltet die Gesamterwünschtheit auch Faktoren, die evtl.
nur auf einen Faktor einen signifikanten Einfluss haben, auf die anderen jedoch nicht.
3.2. Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung der
MIP-Analyt-Wechselwirkung
3.2.1. Materialien
Methanol wurde von der Firma Merk in spektroskopisch reiner Form verwendet. Des
Weiteren wurde DMSO in chromatographisch reiner Form von der Firma Merk erworben.
Es wurde ausschließlich mit ultrareinen Wasser (0,005 µS/cm) aus einem USF Purlab
Plus UF Wasser System gearbeitet. Glucuronsäure-Natriumsalz, Glucose, Natriumacetat,
Fluorescein-O-Methacrylat sowie 1,8-ANS wurden von Sigma Aldrich bezogen. Fluorescein
stammte von der Firma VEB Jenapharm Laborchemie Apolda.
3.2.2. Polymerisationsprozedur
Die verwendeten geprägten und ungeprägten Polymere (MIPs und NIPs) wurden von
Nataliya Marchyk von der Université de Technologie Compiègne (Frankreich) synthetisiert.
Die Polymere wurden nach der mittels DOE etablierten Prozedur in Kapitel 3.1.2 (mit
cm 5%, CL 83%, 0,56% AIBN, GA:AAB:MAM:EDMA = 1:1:3:20) in Anwesenheit von
Fluorescein-O-Methacrylat (FluoMeth) hergestellt. Der Farbstoff wurde im Verhältnis
1:0,05 GA:FluoMeth der Präpolymerisationsmixtur vor der Polymerisation zugegeben. Die
Polymerisation in DMSO wurde thermisch initiiert bei 60 ◦C über 18 h. Die anschließende
Ultraschallbehandlung, Waschschritte und die Trocknung der Polymere erfolgte analog zu
Kapitel 3.1.2. Als Kontrolle dienten nicht geprägte Polymere (NIPs), welche auf die gleiche
Weise in Abwesenheit des Templatemoleküls synthetisiert worden.
3.2.3. Probenpräparation
Zur Untersuchung der getrockneten geprägten (MIPs) und ungeprägten (NIPs) Polymer-
partikel wurden je 0,8 mg/mL Stammlösungen in Methanol angesetzt. Anschließend wur-
den die Polymerlösungen 10 Minuten mit einer Bandelin electronic Sonopuls UW GM 70
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Sonodrode (Cycle 40%, Power 80%) suspendiert. Dann erfolgte die Verdünnung mit ultra-
reinem Wasser jeweils in 2 mL Kunststoff-Röhrchen. Je nach Messung wurden Konzentra-
tionsstufen von 0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL bzw. 0,36 mg/mL hergestellt.
Um den Einfluss des Analyten Natrium-D-Glucuronat (GA) auf die Fluoreszenzemission
von Fluorescein bzw. den fluoreszenzmarkierten Polymeren zu untersuchen, wurde eine 15
mM Stammlösung von GA in Wasser angesetzt. Diese wurde anschließend in verschiedenen
Konzentrationen (0,043 µM, 4,3 µM, 43 µM, 4,3 mM) den Polymerlösungen zugegeben,
auf 700 µL Gesamtvolumen mit Wasser eingestellt und eine Stunde schüttelnd inkubiert.
Um das fluoreszierende Polymer-System mit Fluorescein in Lösung zu vergleichen, wurde
eine 20 µM Fluorescein-Stammlösung in Wasser hergestellt und im Ultraschallbad gelöst.
Um den Einfluss des Analyten Natrium-D-Glucuronat nachzuvollziehen, wurden verschie-
dene Konzentrationsstufen des Analyten GA (0 µM, 4,3 µM, 430 µM und 4,3 mM) herge-
stellt und zu 3,2 µM Fluorescein zugegeben.
Für Förster-Energietransfer Voruntersuchungen wurden 50 µM Stammlösungen von ANS
in Wasser angesetzt. 5 µM ANS wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0,01; 0,025;
0,05; 0,075; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75, 1,0; 1,5 und 2,0 mg) an jeweils markierten und unmarkier-
ten Polymer in 700 µL Gesamtvolumen in Wasser für eine Stunde schüttelnd inkubiert.
Für Förster-Energietransferuntersuchungen mit Kompetitoren wurden 15 mM
Stammlösungen des Analyten Natrium-D-Glucuronat bzw. von Glucose und Natriuma-
cetat sowie von ANS 50 µM Stammlösungen in Wasser angesetzt. Davon wurden jeweils
verschiedene Konzentrationen (4,3 mM, 430 µM, 43 µM, 4,3 µM 0,43 µM, 0,043 µM) an
Natrium-D-Glucuronat, Glucose bzw. Natriumacetat mit 7,1 µM ANS sowie 0,27 mg Po-
lymer in 700 µL Wasser angesetzt und eine Stunde schüttelnd inkubiert.
3.2.4. Abklingkurven- sowie Spektrenaufnahme und Analyse
Von den jeweiligen Proben wurden sowohl Absorptions- sowie stationäre Anregungs- und
Emissionsspektren, als auch zeitaufgelöste Fluoreszenzspektren (time-resolved emission
spectra, TRES) aufgenommen. Die Aufnahme der Absorptionsspektren erfolgte mittels
Perkin Elmer UV/VIS Spektrometer Lambda 2 und UVWinLab Version 2.0-Software. Zur
Aufnahme der Fluoreszenz-Messdaten wurde ein Fluoromax 4 mit TCSPC-Einheit (FM-
2013 TCSPC Lifetime Option, FL-1080 Verstärker- und Diskriminator, FluoroHub als Sin-
gle Photon Counting Controller) der Firma HORIBA Jobin Yvon genutzt. Als Software
kamen FluorEssence v3.5 für stationäre Fluoreszenzuntersuchungen und DataStation v2.6
bzw. DAS6 v6.6 für zeitaufgelöste Messungen bzw. deren Analyse zum Einsatz.
Des Weiteren wurden von den Polymerlösungen zeitaufgelöste Fluoreszenzspektren aufge-
nommen. Dazu wurde eine gepulste LED, (NanoLED, HORIBA Jobin Yvon, 456nm) als
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Anregungsquelle genutzt. Bei den TRES-Aufnahmen wurde der Emissionsbereich (500 -
560 nm in 10 nm-Schritten) durchschritten. Die Messdauer eines jeden Wellenlängenab-
schnittes des Emissionsbereiches wurde auf 45 sec eingestellt. Für jede Messreihe wurde
jeweils eine Geräte-Funktion (Prompt) mittels einer streuenden Ludox-Lösung in Wasser
für 45 sec detektiert. Die Messbedingungen waren im Reverse Modus: Coaxialdelay 90 ns,
Sync-Delay 0 ns, TAC-Range 50 ns, 1 MHz Repetitionsrate.
Die erhaltenen Decay-Funktionen wurden im Anschluss ausgewertet, in dem sie mittels
der DASAnalysis Software an ein entsprechendes exponentielles Abklingmodell angepasst
wurden. Eine reproduzierbare Auswertung wurde mit Hilfe konstanter Schranken für den
Bereich der Kanäle, die für die Auswertung herangezogen wurden, realisiert. Als Parame-
ter für die Anpassungsgüte diente der Chi2-Wert. Ein höher-exponentielles Modell wurde
nur akzeptiert, wenn ein F-Test eine signifikante Reduzierung des Chi2-Wertes gegenüber
dem Modell mit niedrigeren Exponenten verifizieren konnte. Aus den erhaltenen Funktio-
nen können Lebensdauer und Anteil (Amplitude) dieser Lebensdauer an der Gesamtfluo-
reszenz abgelesen werden.
Die Fluoresceinlösungen wurden mit der zeitaufgelösten Messmethode (Time correlated
single photon counting TCSPC) untersucht (Anregungswellenlänge 456 nm, Emissionswel-
lenlänge 530nm, Spalt 4 nm, Reverse Modus, Coaxialdelay 90 ns, Sync-Delay 0 ns, TAC-
Range 50 ns, 1 MHz Repetitionsrate).
Zur theoretischen Ermittlung der kritischen Förster-Energietransfer Abstände R0 wurde
Gleichung 2.8 genutzt. Bedingungen: Dipolorientierungsfaktor κ2 = 2
3
sowohl in Lösung als
auch im Polymer, da eine zufällige Verteilung und Orientierung der Farbstoffmoleküle an-
zunehmen ist; Brechungsindex in Wasser n = 1,33; FRET-Daten im Polymer: Extinkti-
onskoeffizient ε(480 nm) = 9500 M−1 cm−1; Quantenausbeute Φ = 0,066; FRET-Daten in
Lösung: ε(480 nm) = 9500 M−1 cm−1, Φ = 0,0032. Die Quantenausbeute von an das Po-
lymer gebundenen ANS wurde mittels dem Emissionsintensitätsverhältnis zwischen ANS
gebunden an das ungelabelte Polymer zu dem freien Farbstoff in Lösung berechnet.
Für den Förster-Energietransfer erfolgte die Berechnung der Energietransfer-Effizienz aus
den stationären Fluoreszenzspektren über die folgende Beziehung: E = 1− FDA
FD
. Dabei ist
FDA Die Fluoreszenzintensität bei 480 nm des Donor-Akzeptor-Gemisches und FD die des
Donors ANS in Abwesenheit des Akzeptors Fluorescein. Die Berechnung des mittleren Ab-
standes (r) zwischen den Molekülen in Lösung erfolgte über die molare Konzentration des
jeweiligen Fluorophors. Dazu wurde über die Avogadro-Konstante das mittlere Volumen
(V) je Fluorophor bestimmt und daraus der Abstand über dessen Kubikwurzel ermittelt
r = V 1/3 = 1, 18 · c1/3 [112].
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3.3. Mikrofluidischer Fluoreszenz-Sensor basierend auf
molekular geprägten Polymeren
3.3.1. Materialien
Bei allen Experimenten wurde ultrareines Wasser (0,055 µS/cm) eines USF Purlab
Plus UF Wasser Systems verwendet. Polyethylenimin (PEI, MN 60,000), 4-Vinylpyridin
(4-VP), Methacrylsäure (MAA), Ethylenglycoldimethacrylat (EDMA) und Dansyl-L-
Phenylalanin (Dansyl-L-Phe) wurden bei Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) erworben. Azo-
bis-dimethylvaleronitril (ABDV) stammt von DuPont Chemicals (Wilmington, USA). Alle
Chemikalien waren von analytischem Grad. 4-VP wurde vor der Nutzung vakuumdestil-
liert und bei -80 ◦C im Dunkeln aufbewahrt.
Wafer aus
”
Fused“ Quarz (500 µm dick, beidseitig poliert, Oberflächenrauigkeit <12 Å)
wurden bei Siegert Consulting (Aachen) erworben. 650 µm dicke Borofloat 33-Wafer stam-
men von Schott Nexterion, Jena. Silikonschläuche (Tygon, 1,5 mm im Durchmesser) für
den Fluidtransport stammen von Ismatec (Glattbrugg, Schweiz), standardisierte Fluidkon-
nektoren mit M3 Schraubengewinde von Schmalz (Glatten), O-Ringe aus Nitrilkautschuk
(NBR) von ERIKS (Bielefeld) und Magneten (Material: Neodymium (NdFeB)) von IBS
(Berlin). Die Spritzen für die Spritzenpumpen wurden von ILS Innovative Laborsysteme
(Stützerbach) bezogen.
3.3.2. Polymerisationsprozedur
Die Polymere wurden von Bernadette Tse Sum Bui der Université de Technologie Com-
piègne mittels eines Protokolls angelehnt an das von Kriz et al. [54] synthetisiert, welches
zu einer Präzipitationspolymerisation angepasst wurde. Eine Mischung aus 0,2 mmol Tem-
plate Dansyl-L-Phe, 0,8 mmol 4-VP, 0,8 mmol MAA, 8 mmol EDMA und 0,074 mmol
ABDV wurden in 20 mL wasserfreiem Acetonitril in einem luftdichten Glasgefäß mit Sep-
tum gelöst. Die Mischung wurde dann auf Eis gekühlt und mit Stickstoff für 7 min ausge-
gast, im Anschluss über Nacht bei 40 ◦C im Wasserbad polymerisiert, was in einem wei-
ßen Präzipitat resultierte. Dazu wurden 5 mL Acetonitril hinzugefügt und mit einer Ul-
traschallspitze solange behandelt, bis sich eine homogene Suspension ergab. Die Polyme-
re wurden zentrifugiert (19000 rpm, 30 min) und das Pellet wurde je vier Mal mit Me-
thanol:Essigsäure (4:1) gewaschen gefolgt von drei Mal mit Ethanol:Essigsäure (4:1) je 1 h
Inkubation auf einem Schüttler bei 60 ◦C bis keine Fluoreszenz mehr in der Waschlösung
detektiert werden konnte. Das Präzipitat wurde dann nochmals drei Mal für je 1 h bei
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60 ◦C mit Methanol gewaschen. Die Polymere wurden über Nacht unter Vakuum getrock-
net. Ungeprägte Kontrollpolymere (NIPs) wurden unter den selben Bedingungen wie die
geprägten Polymere (MIPs) synthetisiert und aufgereinigt, mit der Ausnahme, dass kein
Template zugegeben wurde.
3.3.3. Bindungsstudien von MIP-Partikeln
Die Bindungseigenschaften der geprägten und ungeprägten Polymere wurden durch
Gleichgewichts-Bindungsexperimente mit Fluoreszenzdetektion untersucht. Dazu wurden
die MIP-Partikel in wasserfreiem Acetonitril im Ultraschallbad suspendiert. Von die-
ser Stammlösung wurden Polymerkonzentrationen zwischen 0,1-10 mg/mL in 2 mL
Polypropylen-Mikrozentrifugenröhrchen pipettiert und 10 µM Dansyl-L-Phe wurde hinzu-
gefügt. Das Endvolumen wurde auf 1 mL mit Acetonitril aufgefüllt. Die Röhrchen wurden
in Aluminiumfolie eingepackt und für 5 h bei Raumtemperatur auf einem Rotator (SB2,
Stuart Scientific, Staffordshire, UK) inkubiert. Die Polymerpartikel wurden 15 min zentri-
fugiert bei 16,000 x g und die Fluoreszenz (λex = 340 nm; λem = 505 nm) der Supernatan-
te (700 µL) wurde mit einem Spektrofluorometer untersucht. Der Anteil an gebundenem
Analyten wurde durch Subtraktion des ungebundenen Dansyl-L-Phe Anteils zu der Aus-
gangskonzentration ermittelt. Die Bindungskinetik wurde ähnlich bestimmt, jedoch mit
konstanter Polymerkonzentration (1,5 mg/mL) und 10 µM Dansyl-L-Phe. Alle Messungen
wurden in Dreifachbestimmung durchgeführt.
Der Imprinting Faktor (IF) wurde wie in Kapitel 4.1 über die Masse an gebundenen Ana-
lyten an das jeweilige Polymer über IF = m(MIP )/m(NIP ) bei 2 mg/mL Polymer be-
stimmt.
3.3.4. Immobilisierung der MIP-Partikel
Das Protokoll zur MIP-Immobilisierung wurde adaptiert von Belmont et al. [60]. Quarz-
Substrate (16 mm x 25 mm x 0,65 mm) wurden mit Piranha-Lösung (30% H2O2:H2SO4
1:2) für 10 min behandelt. Im Anschluss wurden sie in einer Lösung aus 7,5 mg/mL PEI
in Wasser für 1 h inkubiert, gefolgt durch das Spülen der Substrate mit Wasser und der
Trocknung unter Stickstoffstrom. Die Substrate wurden dann in einer Lösung mit 5 mg
MIP-Partikel/10 mL Wasser für 1 h inkubiert. Letztlich wurden die Oberflächen mit Wasser
gespült und im Stickstoffstrom getrocknet.
Die Partikelgröße wurde mittels dynamischer Lichtstreuung mit einem Zetasizer Nano-ZS
(Malvern Instruments, Orsay, Frankreich) und einem Atomkraftmikroskop Dimension 3000
im
”
tapping“ Modus (Digital Instruments, Santa Barbara, USA) bestimmt.
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3.3.5. Messaufbau
Das zweilagige, optisch transparente Chipsystem (von 16 mm x 25 mm x 1,15 mm Größe)
besteht aus einer planen Lage aus 500 µm dicken Quarzglas sowie einer zweiten, mit einer
mäanderförmigen Struktur geätzte Lage aus 650 µm dicken Borofloat 33. Die Kanäle im
Mäander sind durch ein 300 µm breiten Steg getrennt. Das Substrat hat außerdem zwei
Löcher (0,5 mm im Durchmesser), die als Ein- und Auslass dienen. Die Mäanderstruktur
wurde durch 100 µm tiefes isotropes Ätzen in das Substrat Borofloat 33 vom IPHT Jena
erzeugt.
Die Substrate mit den immobilisierten MIP-Filmen sind jeweils reversibel mit den mi-
krostrukturierten Substraten mittels Sylgard 184 von Dow Corning (Midland, USA) ver-
klebt. Dazu wurde eine Fügevorrichtung für eine homogene und sehr dünne Verteilung des
Klebers (ungefähr 10 µm) angewendet, welche sich für schmale Stege wie 300 µm eignet.
Wenn beide Teile miteinander verbunden sind, können sie mit einer optischen Schichtdicke
von ca. 110 µm als Chipküvette fungieren.
Zur fluidischen Kontaktierung zwischen dem mikrofluidischen Chip und den Schläuchen
zum Probentransport wurde ein in der Arbeitsgruppe Instrumentelle Analytik der Ernst-
Abbe-Fachhochschule Jena entwickelter Halter aus eloxiertem Aluminium für Chip-Größen
von 16 mm x 25 mm x 1,2 mm verwendet (Abbildung 6.3) [113]. Der Chip-Halter be-
steht aus zwei magnetisch verbundenen Teilen, welche je ein optisches Fenster tragen. Er
ermöglicht die Verbindung des Chips mit Schläuchen zum Fluidtransport über standardi-
sierte Fluidkonnektoren mit O-Ringen, um den Kontakt zum Chip herzustellen. Dank der
zwei magnetisch gekoppelten Teile, die verdreht werden können, sodass zwei definierte
”
of-
fen“ und
”
geschlossen“-Positionen des Halters erreicht werden, kann der Chip einfach ge-
wechselt werden.
Um den Chiphalter innerhalb des Spektrometers zu positionieren, wurde ein eigenes Halte-
und Positioniersystem entworfen, welches mit 3D Rapid Prototyping mit dem Polymer
VeroBlack von Objet (Rehovot, Israel) gefertigt wurde.
3.3.6. Fluoreszenz-Bindungsstudien im mikrofluidischen Chip
Die Fluoreszenzmessungen wurden mit einem HORIBA Jobin Yvon FluoroMax-4 Spek-
trofluorometer durchgeführt. Alle Bindungsstudien wurden in Acetonitril mindestens in
Dreifachbestimmung durchgeführt. Die Flussrate für alle Bindungs- und Waschschritte war
0,1 mL/min und wurde mittels neMESYS Spritzenpumpen von cetoni (Korbußen) erzeugt.
Die Polymere wurden mit dem Analyten Dansyl-L-Phe mit ansteigender Konzentration für
30 min inkubiert und nach jedem der Inkubationsschritte mit dem Analyten für 10 min
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mit Acetonitril gewaschen. Die Substrate wurden durch Waschen mit Methanol:Essigsäure
(9:1) und im Anschluss mit Methanol für je 30 min regeneriert. Die Inkubationsprozedur
wurde durch ein automatisiertes Flussregime mittels neMESYS Software von cetoni reali-
siert.
3.4. Aufbau einer miniaturisierten faser-optischen
Messapparatur zur MIP-basierten Analytdetektion
3.4.1. Messaufbau
Es wurde das zweilagige, optisch transparente Chipsystem verwendet, welches in Kapitel
3.3.5 beschrieben wurde (Abbildung 6.3). Allerdings kam hier Glas mit 150 µm Ätztiefe
zum Einsatz.
Um die kostenintensiven Fluidchips mehrmals und für verschiedene molekular geprägte
Polymere einsetzen zu können, wurde ein reversibles Klebeverfahren zum Fügen der zwei
Chiphälften entwickelt. Dazu wurde die plane Fläche mit immobilisierten MIPs mit der
mäanderförmig geätzten Fläche mit lösungsmittelbeständigen Klebstoffen verbunden. Zu
diesem Zweck diente ein Thermoklebstoff (Bühnen D41639, Bremen), der mit Hilfe von
Benzin zu einem Lösungsmittelklebstoff umfunktioniert wurde. Die Verwendung des ther-
moplastischen Klebstoffs bietet den Vorteil, dass die Chips nach Gebrauch einfach mit-
tels Erhitzen getrennt und gereinigt werden können, um diese wieder zu verwenden. Die
Auftragung des Klebstoffes erfolgte mit einer Silikon-Rolle, um gleichmäßige und dünne
Schichten zu realisieren, ohne, dass die Fluidkanäle verklebt werden.
Die LED RLT350-0.3-15 mit 351 nm Emissionsmaximum (Roithner Laser Technik, Öster-
reich) diente als Anregungsquelle. Das optische Filter (UV-Blocker, OC Oerlikon Balzers)
stammte von Qioptiq Photonics, Göttingen. Das hochviskose Index Matching Gel G608N
wurde von Thorlabs (Deutschland) bezogen. Die Lichtleit-Multimodefaser zur Anregung
mit 200 µm Kerndurchmesser stammte von Ocean Optics. Als Detektor mit integrierter
Emissions-Multimodefaser (100 µm Kerndurchmesser) fungierte eine PCDMini-Avalache
Photodiode (SensL, Irland). Die entwickelte Faseranbindung zur LED wurde mittels Rapid
Prototyping aus VeroWhite, FullCure830 (Objet, Israel) gefertigt. Die Konstantstromquel-
le MKSQ 20 mA stammte von Conrad (Hirschau). Die gesamten Halterungen des Messauf-
baus wurden aus Edelstahl (X5CrNi18-10) bzw. die Chiphalterung aus Aluminium (Al-
CuMg1) von Simon CNC-Fräsen (Jena) gefertigt. Dabei wurde ein Winkeltisch (Counti-
nous Rotation Mount CR1/M) von Thorlabs verwendet und weitere Lineareinheiten von
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ZWG Akademie der Wissenschaften der DDR. Die Abdichtung zwischen Chip und dessen
Halterung wurde auf der Chipseite durch O-Ringe aus Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk
(EPDM) von Besta-Technik für Chromathographie (Wilhelmsfeld) erreicht. An der Aus-
trittsseite wurden X-Ringe zur Abdichtung der Polytetrafluorethylen-Schläuche von Besta-
Technik für Chromathographie verwendet.
3.4.2. Bestimmung der Quantenausbeute
Der Extinktionskoeffizient von Dansyl-L-Phe wurde über das Lamber-Beersche Gesetz
(Gleichung 2.1) mittels Perkin Elmer UV/VIS Spektrometer Lambda 2 bestimmt. Die
Bestimmung der Quantenausbeute von Dansyl-L-Phe erfolgte über einen Vergleich der
Wellenlängen-integrierten Intensität der Probe mit unbekannter Quantenausbeute zu einem
Standard (hier: 10−6 M Natriumfluorescein in 0,1 M Kaliumhydroxid-Lösung bei 23 ◦C). Die
Extinktion der Proben wurde unter 0,05 belassen, um Reabsorptionseffekte zu vermeiden.
Die unbekannte Quantenausbeute wurde berechnet mittels [81]:
Φ = ΦR ·
I
IR
· ER
E
· n
2
n2R
(3.3)
Dabei ist Φ die Quantenausbeute, I ist die integrierte Intensität, E ist die Extinktion und
n ist der Brechungsindex. Der Index R korrespondiert zum Referenzfluorophor mit bekann-
ter Quantenausbeute. Um die unterschiedlichen Anregungsintensitäten bei abweichenden
Anregungswellenlängen des Referenzfluorophors und der Untersuchungssubstanz Dansyl-L-
Phe zu korrigieren, wurde ein Korrekturfaktor multiplikativ eingefügt. Dieser beinhaltet das
Verhältnis der Lampenintensitäten (LR
L
), die mittels Lampen-Referenzdetektor während
der Messung des Emissionsspektrums ermittelt wurden. Als Quantenausbeute von Natri-
umfluorescein, bestimmt bei 480 nm wurde 0,925 eingesetzt [114]. Die Aufnahme der Fluo-
reszenzspektren erfolgte wie im Kapitel 3.2.4 beschrieben.
3.4.3. Bestimmung der Nachweisgrenze im faser-optischen Sensor
Zur theoretischen Bestimmung der Nachweisgrenze von Dansyl-L-Phe wurde die Optiksi-
mulationssoftware FRED Optical Engineering Software (64 Bit) 11.40 Optimum von Pho-
ton Engineering (Tucson, USA) eingesetzt. Dazu wurden folgende Einstellungen vorgenom-
men: Monte-Carlo-Rechenmodell mit Harvey-Shacks-Streumodell sowie der Option
”
Stan-
dard Coating“ für alle Oberflächen, die den Reflexionsgrad charakterisiert (bei 0 ◦ Ein-
fallswinkel 4% Reflexion). Die Berechnung erfolgte für 10−4 M Dansyl-L-Phe mit 600 Mil-
lionen Strahlen, wobei sowohl die transmittierenden als auch die reflektierenden Strahlen
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betrachtet wurden. Die Fluoreszenzemissionsquelle wurde als Fläche mit Punktlichtquel-
len, die in alle Raumrichtungen abstrahlen, simuliert. Am Detektionsfaserende wurde ein
unendlich großer Detektor angenommen. Alle Materialparameter wurden, wie im Kapitel
7.2.1 aufgelistet, berücksichtigt.
Die experimentelle Bestimmung der Nachweisgrenze erfolgte mit dem optimierten faser-
optischen Messaufbau mit Chipküvette mit verschiedenen, aufsteigenden Konzentrationen
von Dansyl-L-Phe in Acetonitril bei einem Winkel der Anregungsfaser von 25 ◦. Die LED
war nach 30 min eingelaufen und damit stabil. Zur Auswertung des APD-Signals wurde ei-
ne eigene Software in LabVIEW (National Instruments Version 10.0) geschrieben, die die
Counts in Abhängigkeit der Frequenz ausgegeben hat.
3.4.4. Untersuchung der Nanofilamente im faser-optischen Sensor
Die Präparation der nanofilamentösen Polymere wurde von Aude Cordin von der Université
de Technologie Compiègne (Frankreich), wie in [36, 115] beschrieben, durchgeführt. Die
Filamentlänge betrug etwa 180 µm und deren Durchmesser ≈ 10 µm. Die Bindungsstudien
an den nanofilamentösen MIPs wurden im mikrofluidischen Chip analog zu den an den
immobilisierten MIP-Partikeln in Kapitel 3.3.6 in Acetonitril durchgeführt.
3.5. Fluoreszenzmarkierte MIP-Partikel zum Imaging auf
Zelloberflächen
3.5.1. Materialien
Es wurde ausschließlich ultrareines Wasser (0,055 µS/cm) eines USF Purlab Plus UF Was-
ser Systems verwendet. Alle verwendeten Lösungsmittel wiesen spektroskopische Reinheit
auf. DMSO, Ethanol und Glycerol wurden bei Carl Roth; Methanol bei VWR erwor-
ben. BSA (Bovines Serumalbumin), Hyaluronidase vom Schafshoden und Streptavidin-
FITC waren von Sigma Aldrich. PBS (Phosphatgepufferte Salzlösung), Penicillin/Strep-
tomycin und L-Glutamin waren von PAA Laboratories. DMEM low glucose, FBS (Föta-
les Kälberserum) und Trypsin/EDTA wurden bei Biowest erworben, Glycin, Ethanolamin
und PFA (Paraformaldehyd) von Applichem. Glas-Deckgläschen waren von Thermo Scien-
tific (ø 12mm), Objektträger von Carl Roth; Zellkulturflaschen (Crystal-grade Polystyre-
ne) und 12-Wellplatten (Crystal-grade Polystyrene) von SPL Scientific, HABP (Hyaluro-
nic Acid Binding Protein) von Merck, 3,3’-Dioctadecyloxacarbocyanine Perchlorate (DiO)
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von Sigma Aldrich, 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) von Life Technologies (Invitro-
gen). Acrylat-Rhodamin zur Markierung der molekular geprägten Polymere wurde von Po-
lyscience erworben.
Die verwendeten Geräte für die Zellkultur waren ein Inkubator von ThermoFischer Hera-
Cell150, eine Sterilbank von ThermoFischer Hera Safe, ein Wasserbad von Lauda MS 5
zur Erwärmung aller Zellkulturmedien sowie eine Zentrifuge von ThermoFischer Laborfu-
ge 200 zum Abtrennen des Zellkulturmediums von den Zellen.
3.5.2. Zellkultur
Für alle Zellkultur-Arbeiten mit HaCaT Keratinozyten wurde bei 37 ◦C, 5 % CO2 Begasung
sowie einer Luftfeuchte von 100% in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) low
glucose kultiviert, welches mit 10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% 200 mM L-
Glutamin versetzt wurde. Es wurden jeweils 1,5·106 Zellen/mL in 21 ml Medium in eine
Gewebekulturflasche (75 cm2) mit Schräghals ausgesät und drei Tage bis zur Konfluenz
kultiviert. Nach Ausbildung eines konfluenten Zellrasens wurden die Zellen passagiert. Dazu
wurde 21 mL PBS mit 0,05% EDTA für 10 min sowie 1,5 mL Trypsin:EDTA (0,02%:0,05%)
für 4 min und je bei 37 ◦C auf die Zellen gegeben. Nach im Anschluss erfolgter Zugabe
von 4,5 mL DMEM-Medium wurde die so erhaltene Zellsuspension 5 min bei 1600 U/min
zentrifugiert, resuspendiert und deren Zellzahl mittels Neubauer Zählkammer zur erneuten
Aussaat bestimmt.
Zur Zellkultur in 12-Wellplatten (Welldurchmesser 22,1 mm) mit runden Glas-Deckgläschen
(Durchmesser 12 mm) wurden für einen konfluenten Zellrasen jeweils 60.000 Zellen in 200
µL auf je ein Deckgläschen pipettiert, für 1 h bei 37 ◦C zum Sedimentieren belassen und
anschließend 2 mL Medium hinzugegeben und für 3 Tage kultiviert.
3.5.3. Präparation der fixierten Zellproben
Die Zellpräparate, die in 12-Wellplatten auf Deckgläschen kultiviert wurden, wurden
nach dreimaligen Spülen mit PBS mit 600 µL 3%igem Paraformaldehyd (PFA) in PBS
für 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Zum Abstoppen der Fixierungsreaktion wurde
dreimal mit 1 mL 20 mM Glycin in PBS bzw. 20 mM Ethanolamin in Wasser für 20
min bei Raumtemperatur geblockt. Als Negativ-Kontrolle (siehe Kapitel 2.2.3) wurde
75 U Hyaluronidase in Wasser mit 3,9 mM NaCl, pH 7 bei 37 ◦C für 90 min inkubiert.
Anschließend wurden die enzymatisch behandelten Zellen jeweils dreimal mit 2 ml Wasser
gespült.
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3.5.4. MIP-Inkubation der fixierten Zellproben
Die fixierten Zellproben wurden nach der enzymatischen Behandlung in einer 0,027 mg/mL
MIP-Suspension in Wasser:Methanol (1:9) oder reinem Wasser bei 37 ◦C für 90 min in-
kubiert. Im Anschluss daran wurde jede Zellprobe einmal mit 1 mL des gleichen Lösungs-
mittels, wie während der MIP-Inkubation eingesetzt, gespült und dann für die fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung auf ein Glas-Objektträger mit 10 µL Mountingmedium ge-
setzt. Das Mountingmedium wurde aus 0,5 mL Wasser, 0,5 mL 1 M Tris/HCl pH 8,0 und
9,0 mL 100%igem Glycerol erstellt.
Die zusätzliche Färbung der Zellmembran für konfokalmikroskopische Untersuchungen er-
folgte mit dem Farbstoff DiO nach der MIP-Inkubation der Zellen in Wasser und Spülen
mit Wasser. Dazu wurde 200 µL FBS + 100 µL DiO (100 µM Stammlösung in DMSO) ge-
mischt, im Anschluss 800 µL Wasser zugeben und 300 µL dieser Lösung auf fixierte, gewa-
schene Zellen gegeben und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Färben wur-
de dreimal mit je 1 mL Wasser gespült.
3.5.5. Synthese und Vorbereitung der molekular geprägten Polymere
Die verwendeten geprägten und ungeprägten Polymere (MIPs und NIPs) wurden von Na-
taliya Marchyk von der Université de Technologie Compiègne (Frankreich) synthetisiert.
Die Polymere wurden in Anwesenheit von Fluorescein-O-Methacrylat (FluoMeth) bzw.
Acrylat-Rhodamin nach der mittels DOE etablierten Prozedur in Kapitel 3.1.2 hergestellt.
Dazu wurde das Fluorohor in einem Verhältnis zum Template von 1:0,05 GA:Fluorophor
der Präpolymerisationsmixtur vor der Polymerisation zugegeben. Zum Starten der Reak-
tion wurde der Initiator 2,2-Azobis(2,4-Dimethylvaleronitril) (ABDV) in einer Konzentra-
tion von 0,65 mol% zugegeben. Die sonstigen Bedingungen waren unverändert und betru-
gen: cm 5%, CL 83%, GA:AAB:MAM:EDMA = 1:1:3:20. Die Polymerisation in DMSO
wurde thermisch initiiert bei 40 ◦C über 18 h. Die anschließende Ultraschallbehandlung,
Waschschritte und die Trocknung der Polymere erfolgten analog zu Kapitel 3.1.2. Als Kon-
trolle dienten nicht geprägte Polymere, welche auf die gleiche Weise in Abwesenheit des
Templatemoleküls synthetisiert worden.
Die molekular geprägten Polymere lagen in getrockneter Form vor, wovon eine
Stammlösung mit einer Konzentration von 0,8 mg/mL in Methanol mittels 6 min
Ultraschall-Vorbehandlung (Cycle 40%, Power 80%) mit einer Bandelin electronic Sono-
puls UW GM 70 Sonodrode angesetzt wurde.
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3.5.6. Charakterisierung der molekular geprägten Polymere
Die Untersuchung des Partikeldurchmessers mittels dynamischer Lichtstreuung erfolgte mit
einem Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). Die Bestimmung der Photostabilität
der fluoreszenzmarkierten Polymere wurde automatisiert an einem Fluoreszenzmikroskop
(analog zu Kapitel 3.5.9) durchgeführt. Dazu wurde von Rhodamin B-, Oregon Green- und
Fluorescein-Polymerpartikeln über 5 min alle 2 Sekunden ein Bild aufgenommen und dabei
die Beleuchtungs- und Kameraeinstellungen konstant gelassen.
3.5.7. Anwendung des Hyaluronsäure bindenden Proteins
Die HaCaT-Zellen wurden in Vierfachbestimmung auf Glas-Deckgläschen wie oben be-
schrieben kultiviert, fixiert und entsprechend enzymatisch behandelt (analog zum Proto-
koll an fixierten Zellen). Anschließend wurden 100 µL der 200 µL nach Herstellerangaben
hergestellten Stammlösung in 5 mL PBS verdünnt, wovon jeweils 800 µL je Zellprobe ein-
gesetzt und bei 4 ◦C über Nacht inkubiert wurde. Danach wurden die Zellen dreimal mit
PBS gespült, mit 0,208 U Streptavidin-FITC pro Zellprobe bei 4 ◦C für 45 min inkubiert
und je dreimal mit PBS gespült. Im Anschluss wurden die Proben für die fluoreszenzmi-
kroskopische Untersuchung auf ein Glas-Objektträger mit 10 µL Mountingmedium gesetzt.
Für die DAPI-Färbung der Zellkerne wurde eine Stammlösung von 1 mg/mL DAPI in Was-
ser verwendet. Davon wurden 10 µL mit 90 µL Mounting Medium vermischt und davon je
ein Tropfen auf einen Objektträger gesetzt, auf den im Anschluss die sich auf Deckgläschen
befindliche Zellprobe platziert wurde. Nach 3 min konnte die Bildaufnahme beginnen.
3.5.8. MIP-Inkubation auf vitalen Zellproben
Die unfixierten Zellen wurden analog zu den fixierten Zellen in Doppeltbestimmung auf
Deckgläschen bis zur Konfluenz kultiviert und dreimal mit je 1 mL PBS gespült. Die
Zellproben, die als Negativkontrolle fungierten, wurden mit 75 U Hyaluronidase in PBS
für 30 min bei 37 ◦C behandelt. Im Anschluss wurden sie dreimal mit je 1 mL DMEM
gewaschen und in einer 0,027 mg/mL MIP-Suspension in DMEM bei 37 ◦C für 90 min
inkubiert. Im Anschluss daran wurde jede Zellprobe einmal mit 1 mL DMEM gespült und
dann für die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung auf ein Glas-Objektträger mit 10 µL
Mountingmedium gesetzt.
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3.5.9. Fluoreszenzbildaufnahme und -analyse
Alle Fluoreszenzbilder der Zellproben wurden mit einem Zeiss Axio Imager.M2 Mikroskop,
Filtersets 38 HE GFP 14 (DiO-Filter), AF 546 (Rhodaminfilter) bzw. 49 DAPI (DAPI-
Filter), Plan NEOFLUAR 20x/0,5 Ph 2 bzw. Plan NEOFLUAR 40x/0,75 Zeiss-Objektiven
mit 20x bzw. 40x Vergrößerung sowie der Halogenlampe OSRAM Halogen und Quecksil-
berdampflampe OSRAM HBO 100 mit einer Axio Cam MRm Kamera aufgenommen. Für
die Vergleichbarkeit von Proben einer Charge wurden konstante Bedingungen bzgl. Lichtin-
tensität und Belichtungszeit, 16-Bit Tiff-Format eingestellt. Es wurden ausschließlich kon-
fluente Zellrasen untersucht und pro Zellprobe, die jeweils mindestens in Doppeltbestim-
mung präpariert wurde, wurden jeweils 3 Bilder mit der Axio Vision-Software von Zeiss
Version 4.8.2.0 aufgenommen.
Die Bildanalyse erfolgte über die Grauwerte mit einer LabVIEW (National Instruments
Version 10.0) Software, welche auf einen Schwellwertverfahren zur Trennung des Signalhin-
tergrundes (
”
Rauschen“) vom Fluoreszenzsignal basiert. Zur Bestimmung eines repräsen-
tativen Schwellwertes wurde mit der Software ImageJ (National Institute of Health, USA,
Version 1.45s) an fünf Stellen ohne fluoreszierende Partikel jedes einzelnen Bildes ein Wert
für den Bildhintergrund bestimmt. Diese Werte wurden gemittelt und mit der dreifachen
Standardabweichung addiert analog zur Bestimmung der Nachweisgrenze nach DIN 32654.
Die eigens entwickelte LabVIEW-Software nutzt diesen Schwellwert für jedes Bild, um alle
Grauwert-Intensitäten, die größer als dieser Wert sind, aufzuaddieren (jeder Wert des In-
tensitätshistogramms größer des Schwellwertes wurde dazu mit seiner Häufigkeit multipli-
ziert und addiert). Die Erstellung der 2-Farben-Fluoreszenzbilder erfolgte in ImageJ.
3.5.10. Konfokalmikroskopie
Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen wurden mittels Zeiss LSM 710, AxioObserver
in Zusammenarbeit mit Dr. Tiemo Anhut von der Carl Zeiss Microscopy GmbH Jena
erstellt. Dazu wurden folgende Objektive eingesetzt: Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC
M27 bei Rhodamin-MIP-DiO (8 Bit-Bilder) bzw. LD C-Apochromat 40x/1.1 W Korr M27
bei FITC-HABP-DAPI (16 Bit-Bilder). Die im lsm-Format gespeicherten Stapelaufnahmen
wurden in ImageJ (National Institute of Health, USA, Version 1.45s) mit einem LSM-
Reader Plugin in Einzelbilder zerlegt.
4. Design of Experiments zur
Optimierung von molekular
geprägten Polymeren
Ein wichtiges Target in der medizinischen Diagnostik sind Zucker und deren Derivate, die
z.B. an der Glycosilierung von Krebszellen [74] oder infektiösen Bakterien [75] beteiligt
sind. Der Nachweis glycokonjugierter Arzneimittel-Metabolite, die Aussagen über deren
Bioverfügbarkeit und der Arzneimittelsicherheit zulassen, spielt in diesem Bereich eben-
falls eine entscheidende Rolle [116].
Um diese Monosaccharide und Glycokonjugate detektieren zu können, sind molekular ge-
prägte Polymere ein vielversprechendes Rezeptormaterial. Denn zur sensitiven und selekti-
ven Erkennung dieser Moleküle mangelt es an alternativen Erkennungselementen, wie An-
tikörpern oder Zell-Rezeptoren.
Es wird allgemein angenommen, dass das Imprinting von Glycokonjugaten von biologi-
schen Makromolekülen, insbesondere von Proteinen, weniger genau definierte Bindungs-
stellen erzeugt, weil deren Konformation sehr sensitiv vom Lösungsmittel, der Tempera-
tur, dem pH-Wert und der Ionenstärke abhängt [117]. Daher wurde hier der sogenannte
Epitop-Ansatz verfolgt, der darauf beruht, eine kleine (Epitop-)Einheit des Zielmoleküls,
anstelle des gesamten Moleküls zu verwenden, um Erkennungsstellen in der Polymermatrix
zu erzeugen. Ein Vorteil des Epitop-Ansatzes ist, dass sowohl das niedermolekulargewich-
tige Template (hier: Glucuronsäure) als auch größere Moleküle (wie bspw. Hyaluronsäure
und weitere Glycokonjugate), die das Template als terminalen Teil tragen, erkannt wer-
den [118].
Die MIP-Herstellung und -Optimierung sind relativ komplex, da sie von einer Reihe varia-
bler Faktoren abhängig sind. Die Eigenschaften der geprägten Polymere werden durch de-
ren Komposition (Art und Konzentration der funktionellen Monomere, des Templates, Ver-
netzers und Lösungsmittels) und der Durchführung der Polymerisation (Initiierungsmetho-
de und -dauer, mechanische Behandlungsart und -dauer) massiv beeinflusst. Das Imprin-
ting von Zuckern ist insbesondere anspruchsvoll, da die Hydroxylgruppen des Analyten mit
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Wasser und damit dem Lösungsmittel konkurrieren, in dem die Zucker gelöst in Biofluiden
vorkommen. Die Optimierung von MIP-Bindungseigenschaften ist somit eine Herausfor-
derung, welche mit einem Chemometrik-Ansatz beherrscht werden kann. In der Literatur
sind Untersuchungen mit mehreren verschiedenen Einflussfaktoren und deren Kombination
beschrieben, die die analytischen Eigenschaften der Polymere beeinflussen [104, 105] (Vgl.
Kapitel 2.4.3). Jedoch wurde bei bisherigen Untersuchungen nie mehr als eine Zielgröße be-
trachtet, um die optimale MIP-Zusammensetzung zu bestimmen. Das ist insofern erstaun-
lich, da zur vollständigen Beschreibung der MIP-Bindungseigenschaften multiple Parame-
ter wie Affinität, Kapazität, Spezifität oder Selektivität charakteristisch sind. In dieser
Arbeit wurde erstmalig basierend auf einem DoE eine Multi-Ziel-Optimierung
der Bindungseigenschaften eines molekular geprägten Polymers vorgenommen.
Als komplexes Beispiel zur Illustration des Potentials dieser Optimierungsmethoden diente
ein MIP, welches spezifisch für Glucuronsäure ist [119].
4.1. Experimenteller Versuchsplan
Die DoE-Methode wurde genutzt, um die unabhängigen Einflussfaktoren mit Hilfe eines
Versuchsplans, der zu verschiedenen MIP-Zusammensetzungen korrespondiert, zu untersu-
chen und zu optimieren. Die dabei synthetisierten verschiedenen Polymere wurden durch
deren Absorptionseigenschaften von radioaktiv markierter Glucuronsäure mittels Flüssig-
Szintillationszählung charakterisiert, um damit die Zielparameter zu berechnen. Dazu wur-
de ein MIP, welches spezifisch für Glucuronsäure ist als Modellsystem verwendet. Ein funk-
tionelles Monomer (N-Acrylamido)-Benzamidin (AAB), welches stark mit den Carboxyl-
gruppen der Glucuronsäure interagiert, wurde in einem stöchiometrischen Verhältnis mit
dem Templatemolekül in allen Polymeren eingesetzt. Die anderen Monomere sind Metha-
crylamid (MAM) als Wasserstoffbrücken-bildendes funktionelles co-Monomer und Ethylen-
dimethacrylat (EDMA) als Vernetzer (Abbildung 3.1).
Der experimentelle Versuchsplan wurde aus drei Einflussfaktoren (x1, x2, x3) erstellt (Ab-
bildung 4.1, Vgl. Kapitel 3.1.4 zur Berechnung der Einflussfaktoren):
• MAM - das molare Verhältnis zwischen funktionellen Monomer MAM und dem
Template
• CL - der Vernetzungsgrad
• AIBN - die Menge an Inititator bezogen auf die Gesamtmenge an reaktiven Doppel-
bindungen, die im System vorherrschen.
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Zur Charakterisierung der damit entstehenden Polymere wurden vier abhängige Variablen
(y1, y2, y3, y4) erfasst (Abbildung 4.1). Es wurden sowohl molekular geprägte (MIP) als auch
ungeprägte Referenzpolymere (NIP) synthetisiert. Die folgenden abhängigen Variablen des
Polymers sollten optimiert werden:
• Bmax - maximale relative Absorption des Zielanalyten bei hoher Sättignungskonzen-
tration des Analyten; ist ein Maß für die Kapazität (Ziel: Maximierung für MIP, Mi-
nimierung für NIP)
• B2 - relative Absorption des Targetmoleküls gebunden an 2 mg/mL Polymer bei
geringen Analytkonzentrationen als ein Indikator für die MIP-Eigenschaften in der
Spurenanalytik (Ziel: Maximierung für MIP, Minimierung für NIP)
• K50 - Polymerkonzentration bei halbmaximaler Absorption des Zielanalyten; eine
Gleichgewichtskonstante als Maß für die Affinität (Ziel: Minimierung für MIP)
• IF - Imprinting Faktor (Verhältnis der Masse an gebundenem Analyt an MIP/Masse
an gebundenem Analyt an NIP) bei 2 mg/mL Polymer bei niedriger Analytkonzen-
tration zur Bestimmung des Anteils an unspezifischer Bindung des Analyten (Ziel:
Maximierung)
Der Versuchsplan wurde so erstellt, dass eindeutige Informationen über den Einfluss jedes
Faktors und dessen Interaktionen mit anderen Faktoren getroffen werden können - ohne
mathematische
”
Vermengung“ der Einflüsse. Dazu wurde ein vollfaktorieller Versuchsplan
mit Zentrumspunkt mit drei Faktoren und zwei Faktorleveln gewählt, der eine noch gut
realisierbare Anzahl an Versuchen ermöglicht. Der resultierende Versuchsplan besteht aus
23 = 8 Experimenten und drei Zentrumspunkten, sodass sich 11 Experimente ergeben
Abbildung 4.1.: Blockdiagramm der Einflussfaktoren (x1 -x3) als Eingangsgrößen und Zielgrößen
(abhängige Variablen y1 - y4) als abgeleitete Ausgangsgrößen des Polymersystems.
MAM, AIBN und CL sind Einflussfaktoren, wohingegen Bmax, B2, K50 und IF Bin-
dungsparameter sind. Als Rauschfaktoren können unkontrollierbare Umwelteinflüsse
wie Temperatur- und Wägefehler betrachtet werden.
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Tabelle 4.1.: Versuchsplan als vollfaktorielles Design mit drei Faktoren (funktionelles Monomer MAM,
Vernetzer EDMA und Initiator AIBN) auf je zwei Faktorleveln.
Lauf-Nr. GA, eq AAB, eq cm, % MAM, eq CL, % AIBN, mol%
1 1 1 5 3 60 0,56
2 1 1 5 3 60 1
3 1 1 5 3 83 0,56
4 1 1 5 3 83 1
5 1 1 5 7 60 0,56
6 1 1 5 7 60 1
7 1 1 5 7 83 0,56
8 1 1 5 7 83 1
9-1 1 1 5 5 71 0,78
9-2 1 1 5 5 71 0,78
9-3 1 1 5 5 71 0,78
(Tabelle 4.1). Eine Blockvariable wurde nicht eingeführt, da eine einzige Chemikaliencharge
für alle Experimente verwendet sowie weder die Zeit noch die durchführende Person variiert
wurden, sodass davon kein Einfluss auf die Ergebnisse zu erwarten ist.
4.2. Reproduzierbarkeitsanalyse
Die Polymerausbeute betrug für alle Synthesen zwischen 64% und 98% bezogen auf die
theoretisch zu erwartende Ausbeute. Die erzielten Polymere wiesen untereinander ähnliche
physikalische Eigenschaften bzgl. ihrer Dichte und Opaleszenz auf. Außerdem handelte es
sich nach der Ultraschallbehandlung in allen Fällen um Partikelsuspensionen, sodass rein
makroskopisch von einem einzigen
”
Polymersystem“ ausgegangen werden konnte. D.h. das
Auftreten nichtlinearer Effekte sowie völlig verschiedene Systemverhalten der einzelnen
Polymermaterialien innerhalb des Versuchsraumes sind unwahrscheinlich.
Um die Fehleranfälligkeit der statistischen Versuchsplanung zur MIP-Optimierung
abzuschätzen, wurde die Reproduzierbarkeit der Flüssig-Szintillationszählungs-
Bindungsexperimente überprüft. Die relative Abweichung der Methode bei 0,5 mg Po-
lymer und mit 16,6 pmol Glucuronsäure beträgt +/- 4,6% von fünf unabhängigen Wie-
derholmessungen der Supernatante (von je fünf Einzel-Bindungsexperimenten der selben
Polymerstammlösung). Außerdem wurde die Reproduzierbarkeit der Polymerisationspro-
zedur mit dem Polymer (Nr. 9) des Zentrumspunktes des Versuchsplans bestimmt, wel-
ches dreimal unabhängig voneinander polymerisiert wurde (Abbildung 4.2). Dessen Ana-
lyse mittels Szintillationsmessungen zeigt, dass die mittlere relative Abweichung über alle
4.3. Einfluss der MIP-Zusammensetzung auf deren Bindungseigenschaften 60
Abbildung 4.2.: Gleichgewichtsbindungs-Isotherme des Polymers Nr. 9 (Zentrumspunkt) mit drei ech-
ten Wiederholungen (drei unabhängige Polymerisationen, drei unabhängige Bindungs-
experimente); GA - an das MIP gebundene Glucuronsäure, MIP - geprägtes Polymer,
NIP - ungeprägtes Referenzpolymer.
Polymerkonzentrationen hinweg 9,6% beträgt. Generell liegt dieser Fehler in dem für eine
Polymerisation zu erwarteten Bereich und ist darin begründet, dass bis zum endgültigen
Polymer eine Vielzahl an Prozessschritten abgearbeitet werden müssen. Dazu zählen z.B.
das Erstellen und Entgasen der Präpolymerisationsmixtur, die thermische Polymerisation
im Wasserbad, die Ultraschallbehandlung und Waschschritte zum Entfernen des Analyten.
4.3. Einfluss der MIP-Zusammensetzung auf deren
Bindungseigenschaften
Die Gleichgewichtsbindungsexperimente mit radioaktiv markierter Glucuronsäure wurden
mit allen Polymeren bei niedriger Radioligandenkonzentration durchgeführt. Die Parame-
ter der Kurvenanpassung (B2, K50, IF ) an diese Daten, als Ergebnisse des experimentellen
Designs, sind in Tabelle A.1 sowie in der Abbildung A.1 dargestellt. Zusätzlich wurde die
maximale Bindungskapazität bei Polymersättigung (Bmax) bei hoher Analytkonzentration
(100 µM Glucuronsäure) bestimmt (Tabelle A.1).
All diese abhängigen Variablen wurden zunächst mit einer Varianzanalyse auf Signifikanz
bzgl. Ihres Einflusses auf jede Zielgröße geprüft. Im Anschluss wurden die Faktoren mit
statistisch signifikanten Einfluss auf die abhängigen Variablen mit einer Regressionsanalyse
an ein lineares Polynommodell (Gleichung 3.2) angepasst, um die Höhe und Richtung der
jeweiligen Einflüsse auf die abhängigen Variablen zu bestimmen. Alle Regressionsmodel-
le mit allen signifikanten Faktoren sind in Tabelle 4.2 aufgeführt. Das Bestimmtheitsmaß
(R2) und eine Residuenanalyse geben Auskunft über die Anpassungsgüte eines Modells an
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Tabelle 4.2.: Ergebnisse der Regressionsanalyse mit allen Modellkoeffizienten b0 - bn für jede der
betrachteten abhängigen Variablen y für das lineare Regressionsmodell (Vgl. Gleichung
3.2) für Bindungsassays in Methanol:Wasser 9:1. Die Konstante korrespondiert zu b0, und
die anderen Modellparameter b1 - bn korrespondieren zu den angegebenen, normalisierten,
unabhängigen Variablen xi und deren Interaktionen xij . Z.B. ist das Modell für MIP K50
das folgende: MIP K50 = 0,103 + 0,0072 · MAM + 0,139 · CL; R2 - Bestimmtheitsmaß.
Faktor MIP K50
[mg/mL]
NIP K50
[mg/mL]
MIP Bmax
[µmol/mg]
MIP B2
[pmol]
NIP B2
[pmol]
Konstante 0,103 0,145 0,0206 13,2 10,0
MAM 0,072 -0,0033 -0,9
CL 0,139 0,231 -0,0064 -1,3
MAM · CL -1,1 -1,9
CL · AIBN -1,1
R2 0,77 0,69 0,86 0,92 0,41
die Messwerte. Hier ist die Anpassung der Modelle an die Daten gut, da R2 in allen Model-
len bis auf eine Ausnahme größer als 69% ist und die Residuen keine Abhängigkeit von der
Reihenfolge der Experimente sowie der Höhe der vorhergesagten Werte aufweisen und alle
Residuen normalverteilt sind. Bezüglich des Parameters R2 ist anzumerken, dass die ange-
wandten Modelle vereinfachte Linearkombinationen der echten mathematischen Beschrei-
bung darstellen und dass dabei alle nicht signifikanten Faktoren schrittweise entfernt wur-
den. Weiterhin zeigt beispielhaft ein Vergleich der vorhergesagten zu den erhaltenen Bin-
dungseigenschaften in Methanol:Wasser 9:1 des Polymers 3, dass alle erhaltenen Bindungs-
eigenschaften innerhalb des 95% Intervalls der vorhergesagten Parameter liegen (Tabelle
A.3).
Folgende Ergebnisse können aus der Regressionsanalyse abgeleitet werden: K50 für das
MIP kann reduziert werden, indem das Monomer-zu-Template-Verhältnis (MAM) und der
Vernetzungsgrad (CL) reduziert werden. Hingegen kann K50 für das Referenzpolymer nur
durch Erhöhung des Vernetzungsgrades erhöht werden (kein weiterer signifikanter Einfluss
anderer Faktoren), jedoch ist der Einfluss (höherer Wert bi in der Regressionsanalyse) von
CL auf das NIP höher als auf das MIP. Um einen großen Unterschied zwischen MIP und
NIP bzgl. der Bindungsaffinität (Minimierung K50 von MIP, Maximierung K50 von NIP)
zu erzielen, sollte folglich der Anteil an funktionellen Monomer zu Template verringert wer-
den. Zum gleichen Zweck könnte außerdem der Vernetzungsgrad erhöht werden, da dieser
einen größeren Effekt auf K50 des NIPs als auf K50 des MIPs hat. Daher kann es schwierig
sein, alle Ziele gleichzeitig zu erreichen, wenn diese gegensätzlich sind.
Bmax und B2 von MIP kann durch Verringerung des MAM-zu-Template-Verhältnisses und
des Vernetzungsgrades erhöht werden. Außerdem existieren zwei Interaktionen von Haupt-
faktoren, die die Höhe von MIP B2 bestimmen: Dazu zählen das MAM zu GA-Verhältnis
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und der Vernetzungsgrad (MAM · CL) sowie der Vernetzungsgrad und die Initiatorkon-
zentration (CL · AIBN), welche beide hoch-signifikant sind. B2 des Referenzpolymers kann
ausschließlich durch MAM · CL beeinflusst werden. Diese Interaktionen erschweren die Be-
stimmung der optimalen Faktorstufen, mit denen alle Zielparameter gleichzeitig optimiert
werden.
Zusammenfassend führt ein verringertes MAM zu GA-Verhältnis zu einer Reduktion von
K50 und der gewünschten Erhöhung von Bmax und B2. Gleichzeitig hat dies keinen Ein-
fluss auf das Bindungsverhalten des NIPs. Der Vernetzungsgrad hat auf alle Zielparameter
des MIPs und NIPs einen Einfluss. Daher ist es notwendig, dessen Gesamteinfluss genauer
zu betrachten (siehe Kapitel 4.4).
Der Imprinting Faktor (IF) kann durch die betrachteten Faktoren nicht aktiv beeinflusst
werden (keine signifikanten Effekte wurden bestimmt). Das könnte nachteilig für die Opti-
mierungsstrategie sein, jedoch kann es gleichzeitig vorteilhaft bezüglich der Robustheit des
geprägten Polymers sein, da eine Veränderung von einen der Parameter in dem betrach-
teten Bereich keine große Veränderung der Polymerbindungseigenschaften (bzgl. IF ) her-
vorruft.
Die Bindungseigenschaften des NIPs, welche die unspezifischen Bindungen repräsentieren,
sind nie vom funktionellen Monomer, jedoch immer vom Vernetzer abhängig. Die Bindungs-
eigenschaften des MIP, welche die spezifischen und unspezifischen Bindungen repräsentie-
ren sind hingegen immer vom funktionellen Monomer abhängig. Diese Zusammenhänge
sind insofern logisch, da davon auszugehen ist, dass beim MIP zwischen dem funktionellen
Monomer und dem Template eine Interaktion stattfindet, die die spezifischen Bindungen
bewirken.
Die Ergebnisse zeigen, dass der Vernetzungsgrad und das funktionelle Monomer den größten
Einfluss auf die Bindungseigenschaften haben, was in Übereinstimmung mit der Arbeit von
Navarro-Villoslada et al. [99] ist. Dort waren die Menge an Vernetzer und funktionellen
Monomer die einflussreichsten Faktoren, wohingegen die Menge an Template und Initita-
tor, das Lösungsmittelvolumen und die Initiationsprozedur (UV, thermisch) lediglich einen
minimalen Effekt auf die Affinität hatten.
Somit gibt es einen signifikanten Einfluss von mindestens einem Faktor jeder abhängigen
Variablen (Tabelle 4.2), sodass mit Hilfe dieser kausalen Zusammenhänge potentiell die Po-
lymereigenschaften verbessert werden können. Die Parameter des Regressionsmodells ge-
ben einen Einblick in welcher Höhe und Richtung die 3 Faktoren die multiplen abhängigen
Variablen beeinflussen. Da diese Zusammenhänge wohl bekannt sind, können diese prinzi-
piell genutzt werden, um alle Zielparameter gleichzeitig zu optimieren. Allerdings sind die
Ziele gegensätzlich, sodass Kompromisse eingegangen werden müssen. Zusätzlich erschwe-
ren Interaktionen von Faktoren die Bestimmung der Faktorlevel, die die Zielparameter op-
timieren. Die anschließende Multi-Ziel-Optimierung hilft, dieses Problem zu lösen und ein
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Polymer mit optimalen Bindungseigenschaften innerhalb des Versuchsraums zu finden.
4.4. Multi-Ziel-Optimierung
Um die Faktorstufen der unabhängigen Variablen zu bestimmen, die die abhängigen Varia-
blen (Bindungseigenschaften der Polymere) optimieren, wurde eine Multi-Ziel-Optimierung
basierend auf dem
”
Erwünschtheits“-Verfahren von Derringer und Suich [111] durchgeführt.
Mit dieser Methode kann nicht nur das beste Polymer aus einer Polymerbibliothek be-
stimmt werden, sondern vielmehr kann eine Vorhersage über eine Polymerzusammenset-
zung getroffen werden, welche die global besten Bindungseigenschaften aufweist. Die gene-
relle Idee der hier angewendeten Optimierung ist, das MIP zu verbessern, indem zunächst
festgelegt wird, welche abhängige Variable wie optimiert werden soll (maximiert, minimiert,
Optimum im mittleren Bereich). Dafür wurden ausschließlich lineare Erwünschtheitsfunk-
tionen für jeden Zielparameter erstellt, frei nach dem Prinzip
”
je größer, desto besser“ oder
anders herum, z.B. soll der K50 des MIP minimiert werden, weshalb dem minimalen K50-
Wert ein Erwünschtheitswert von 1 zugeordnet wird.
Innerhalb der erhaltenen Erwünschtheitsfunktionen bestimmt eine Suchfunktion diejenige
unabhängige Variablen-Kombination, die die Gesamterwünschtheit, der geometrische Mit-
telwert aller Erwünschtheitsfunktionen, maximiert. Mit Hilfe dieser Gesamterwünschtheits-
funktion kann eine Antwortfunktion in Form eines sogenannten Antwort-Oberflächengra-
phen erstellt werden (Abbildung 4.3). Daraus ist ersichtlich, dass eine geringes MAM-zu-
Template-Verhältnis und ein hoher Vernetzungsgrad CL den Antwort-Oberflächengraphen
(A) optimiert (höchste Erwünschtheit). Des Weiteren ist bei einem hohen Vernetzungs-
grad die Initiatorkonzentration innerhalb des Versuchsraums mittelmäßig hoch zu konzen-
trieren, um die Gesamterwünschtheit zu optimieren (Abbildung 4.3 (C)). Da entsprechend
Plot (A) ein niedriges funktionelles Monomer-zu-Template-Verhältnis günstig ist, sollte un-
ter Berücksichtigung des Plots (B) die Initiator-Konzentration etwa 0,65% betragen, um
die Erwünschtheit zu optimieren. Die berechneten Werte für ein ideales MIP sind (bei ei-
nem Modell mit ausschließlich signifikanten unabhängigen Variablen auf mindestens eine
der abhängigen Variablen):
83% Vernetzungsgrad; 3 Äquivalente von MAM und 0,65 mol% Initiator.
Die hier berechneten optimalen Werte entsprechen einem Verhältnis von Templa-
te:funktionellen Monomeren:Vernetzer mit GA:(AAB+MAM):EDMA von 1:(1+3):20
(GA:AAB wurde konstant gehalten mit 1:1). Das bestätigt die teilweise vorherrschende
Meinung in der Literatur, wo Verhältnisse von Template:funktionelles Monomer:Vernetzer
von 1:4:20 als eine mögliche optimale Komposition häufiger erwähnt werden [107,120,121].
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Abbildung 4.3.: Antwort-Oberflächengraph für alle Kombinationen der unabhängigen Variablen.
Höhere Erwünschtheitswerte korrespondieren zu einer optimalen Kombination der un-
abhängigen Variablen. (A) Vernetzungsgrad (CL) gegen das funktionelle Monomer-
zu-Template-Verhältnis (MAM), (B) Initiator AIBN gegen MAM und (C) AIBN ge-
gen CL.
Damit liefert das Design of Experiments gekoppelt mit der Optimierung multipler Ziel-
größen die theoretische Grundlage dieser bisher empirisch ermittelten Daten. Von der Ge-
samterwünschtheitsfunktion kann das theoretisch erwartete optimale Polymer in Abhängig-
keit der genauen Zielstellung (welche Bindungsparameter und ihre Wichtung) des Experi-
mentators berechnet werden. Daher ist es ein geeignetes Werkzeug, um MIPs auf eine spe-
zifische Applikation zuzuschneiden.
4.5. Verbesserte Bindungseigenschaften des optimierten
geprägten Polymers
Das durch DoE und Multi-Ziel-Optimierung berechnete optimale Polymer (Nr. 10) wur-
de synthetisiert und in Methanol:Wasser 9:1 charakterisiert (Abbildung 4.4). Die Verbesse-
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Abbildung 4.4.: Gleichgewichtsbindungs-Isotherme des Polymers Nr. 10 in Methanol/Wasser 9/1; GA
- an das MIP gebundene Glucuronsäure, MIP - geprägtes Polymer, NIP - ungeprägtes
Referenzpolymer.
rung der Bindungseigenschaften im Vergleich zum Startpunktpolymer (Nr. 7) vor der Op-
timierung mit DoE und Multi-Ziel-Optimierung mit dem Polymer Nr. 10 ist die folgende:
ein 6,2-fach niedrigeres K50, welches zu einer höheren Affinität korrespondiert, eine 40%
höhere Kapazität bei hoher Analytkonzentration (Bmax) und ein 1,3-fach höherer Imprin-
ting Faktor. Der Parameter B2, welcher ein Ausdruck für die Kapazität im Spurenbereich
des Analyten Glucuronsäure ist, war konstant für das MIP, aber für das NIP wurde er um
17% reduziert. Die Dissoziationskonstante Kd des besten Polymers Nr. 10 wurde durch 3
unabhängige Messungen mit 17,3 µM in Methanol:Wasser 9:1 bestimmt. Diese Ergebnis-
se illustrieren das Vermögen der statistischen Versuchsplanung gekoppelt mit der Multi-
Ziel-Optimierung, eine globale, optimale MIP-Zusammensetzung mit deutlich verbesserten
MIP-Bindungseigenschaften innerhalb des Versuchsraumes zu finden.
4.6. MIP Bindungsassays in reinem Wasser
Um die Möglichkeit des Einsatzes der Glucuronsäure geprägten Polymere für biologische
Proben zu prüfen, wurden Bindungsassays aller Polymere zusätzlich in Wasser durchgeführt
(Abbildung A.3 sowie Tabelle A.2). Alle wässrigen Lösungen mit Polymer blieben stabil,
d.h. es kam nicht zur Präzipitation. Die resultierenden Bindungsparameter wurden mit
ANOVA und Regressionsanalyse auf die gleiche Art und Weise analysiert wie bisher (Ta-
belle 4.3). Das Modell passt gut zu den Daten, was sich in einem R2 in allen Modellen von
größer als 62% und den Residuen wiederspiegelt. Außerdem zeigt beispielsweise der Ver-
gleich der vorhergesagten und erhaltenen Parameter in reinem Wasser des Polymers Nr. 3,
dass alle erhaltenen Bindungseigenschaften innerhalb des 95% Konfidenzintervalls der vor-
hergesagten Parameter liegen (Tabelle A.4).
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Abbildung 4.5.: Gleichgewichtsbindungs-Isotherme des Polymers Nr. 3 in reinem Wasser; GA - an
das MIP gebundene Glucuronsäure, MIP - geprägtes Polymer, NIP - ungeprägtes
Referenzpolymer.
Von diesen Bindungsdaten wird deutlich, dass die Bindungseigenschaften sich in Abhängig-
keit des Lösungsmittels moderat ändern. Dabei bleibt der Einfluss des Vernetzungsgrades
für alle Zielgrößen hoch. Gleichzeitig ist die Wirkung des Initiators erhöht und der gene-
relle Einfluss von MAM ist in Wasser reduziert gegenüber der methanolischen Umgebung.
Letzteres kann wahrscheinlich darauf zurückzuführen sein, dass die Wasserstoffbrückenbil-
dung der Glucuronsäure zu MAM aufgrund der Konkurrenz der Wassermoleküle eine ge-
ringere Rolle spielt. Es ist interessant, dass die Höhe des Imprinting Faktors signifikant
von verschiedenen Faktoren beeinflusst wird (vom Vernetzungsgrad, Initiator und der In-
teraktion zwischen Vernetzungsgrad und Initiator), was in der Methanol-Wasser-Mischung
nicht der Fall war. Daher können offenbar die MIP-Bindungseigenschaften in Wasser noch
besser eingestellt werden als in Anwesenheit von Methanol. Das Polymer mit den besten
Tabelle 4.3.: Ergebnisse der Regressionsanalyse mit allen Modellkoeffizienten b0 - bn für jede der be-
trachteten abhängigen Variablen y für das lineare Regressionsmodell (Vgl. Gleichung 3.2)
für Bindungsassays in Wasser. Die Konstante korrespondiert zu b0, und die anderen Mo-
dellparameter b1 - bn korrespondieren zu den angegebenen, normalisierten, unabhängi-
gen Variablen xi und deren Interaktionen xij . Z.B. ist das Modell für MIP K50 das fol-
gende: MIP K50 = 0,080 + 0,074 · CL; R2 - Bestimmtheitsmaß.
Faktor MIP K50
[mg/mL]
NIP K50
[mg/mL]
MIP B2
[pmol]
NIP B2
[pmol]
IF
Konstante 0,080 0,084 10,3 7,9 1,478
MAM -2,0
CL 0,074 0,071 -3,5 -4,8 0,773
AIBN 0,029 2,4 -0,922
CL · AIBN 0,032 -0,651
R2 0,62 0,88 0,75 0,82 0,84
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Bindungseigenschaften bezüglich aller betrachteten Bindungsparameter in Wasser ist Nr. 3
(Abbildung 4.5) - im Gegensatz zu Nr. 10, welches das beste in Methanol:Wasser 9:1 ist.
Um das sich verändernde Bindungsverhalten in reinem Wasser gegenüber einer methano-
lischen Umgebung zu sehen, wurden verschiedene Anteile an Wasser (10, 30, 50, 80, 100
v/v %) zum Inkubationslösungsmittel Methanol von Polymer Nr. 3 zugegeben. Die resul-
tierenden Bindungsisothermen sind in Abbildung A.2 dargestellt. Es ist erkennbar, dass ei-
ne Erhöhung des Wasseranteils in der Inkubationsflüssigkeit die unspezifische Bindung re-
duziert sowie die Menge an Polymer vermindert ist, die notwendig ist, um 50% des Ana-
lyten zu binden (K50). Außerdem ergab sich der höchste Imprinting Faktor (IF = 3,2) in
100% Wasser (Abbildung 4.5) in Abwesenheit von Methanol. Dieses Ergebnis illustriert,
dass die molekulare Erkennung durch verschiedene Lösungsmittel eingestellt werden kann,
da mindestens zwei Bindungsparameter in Abhängigkeit des Wasseranteils stark verändert
waren.
Zusammenfassung
Nach aktuellem Stand der Technik ist es das erste Mal, dass eine Optimierung multipler
Bindungseigenschaften von molekular geprägten Polymeren durchgeführt wurde, was exem-
plarisch für das polare Zielmolekül Glucuronsäure angewandt wurde. Mit Hilfe des Design
of Experiments gekoppelt mit einer Multi-Ziel-Optimierungsmethode konnte nicht nur ein
optimales Polymer aus einem Repertoire von synthetisierten Polymeren bestimmt werden,
sondern sogar eine Vorhersage über eine Polymerzusammensetzung mit global besten Bin-
dungseigenschaften getroffen werden. Hier wurde eine optimale Zusammensetzung des be-
sten Glucuronsäure bindenden Polymers in Methanol:Wasser 9:1 bestimmt mit 0,65 mol%
Initiator AIBN und 1:3:20 Verhältnis von Template:funktionelles Monomer:Vernetzer, plus
1 Äquivalent des stöchiometrischen Monomers AAB. Mit dieser Optimierungsmethode
konnte das beste Polymer im Vergleich zum Ausgangspunkt-Polymer vor der Optimierung
verbessert werden mit 6,2-fach niedrigerem K50, was zu einer erhöhten Affinität korrespon-
diert, 20% höherer Kapazität bei niedriger Analytkonzentration (B2), 40% höherer Kapa-
zität bei hoher Analytkonzentration (Bmax) und einem 1,3-fach höherem Imprinting Fak-
tor bei 2 mg Polymer.
In reinem Wasser wiesen die Polymere im Vergleich zum Methanol-Wasser-Gemisch teilwei-
se sogar verbesserte Bindungseigenschaften auf. Das beste Polymer in Wasser hatte einen
Imprinting Faktor von 3,2, was für die Bindung eines polaren Analyten unter der Konkur-
renz von Wassermolekülen hoch ist. Es kann hiermit gezeigt werden, dass die angewandte
mit DoE gekoppelte Multi-Ziel-Optimierung eingesetzt werden kann, um die Eigenschaften
eines geprägten Polymers auf verschiedene Anwendungen zuzuschneiden.
5. Fluoreszenzspektroskopische
Charakterisierung der
MIP-Analyt-Wechselwirkung
Optische Verfahren wie UV/VIS-, stationäre und zeitaufgelöste Fluoreszenzspektroskopie
können detaillierten Aufschluss über die Wechselwirkung von Analyt und molekular ge-
prägten Polymer geben, sofern entweder der Analyt, ein strukturell ähnlicher Kompetitor
oder das Polymer fluoresziert (Vgl. Kapitel 2.3.5). Die mittels DoE optimierten MIPs
wurden kovalent mit Fluorescein markiert und bildeten die Grundlage für spek-
troskopische Analysen, um deren Leistungsfähigkeit zur Aufklärung von Bin-
dungseigenschaften zu illustrieren. Außerdem wurde ein Vergleich dieses Systems mit
einem Förster-Energietransfer basierten kompetitiven Nachweis durchgeführt.
Der Farbstoff Fluorescein findet umfassend Anwendung, u.a. als Marker für Antikörper,
aufgrund einiger günstiger Eigenschaften. Dazu zählen die a) hohe molare Absorptivität bei
der Anregungswellenlänge, die mit einem Argon-Laser realisiert werden kann (488 nm) b) ei-
ne hohe Fluoreszenzquantenausbeute [114] sowie c) pH-abhängige Emissionsspektren [122].
Nichtsdestotrotz ist dessen Photostabilität moderat, weshalb längere Messungen mit kon-
tinuierlicher Anregung in einem Fluoreszenzabfall resultieren [123]. Fluorescein wird rela-
tiv langwellig angeregt, wodurch Probleme aufgrund von Hintergrundfluoreszenz in bio-
logischen Proben minimiert sowie auf die Verwendung von Quarz-Optiken kann verzich-
tet werden. Eine Herausforderung bei diesem Farbstoff ist jedoch die Tendenz zum Selbst-
Quenching, da Fluorescein einen kleinen Stokes-Shift aufweist. Wenn mehr als eine einzelne
Fluorescein-Gruppe an einem Protein oder in einem Polymer auftritt, kann Energietrans-
fer zwischen den Gruppen auftreten, wenn diese im Bereich des Förster-Abstands von 40
Å voneinander entfernt liegen [81].
Die für den Förster Energietransfer als Donor eingesetzte Anilinonaphthalensulfonsäure
(ANS) und deren Derivate werden bereits seit den 50er Jahren als fluoreszenter Marker
eingesetzt, da diese Klasse an Farbstoffen zur Untersuchung von Membranoberflächen und
Proteinen eine wichtige Rolle spielt [124]. Der Hauptvertreter dieser Klasse, 1,8-ANS, und
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dessen Analoga sind im Wesentlichen nicht fluoreszent in Wasser (Quantenausbeute 0,002).
Durch die Bindung an Membranen (Quantenausbeute ≈ 0,25) oder Proteinen (Quanten-
ausbeute ≈ 0,7) wird die Substanz zunehmend fluoreszent [81]. Diese Eigenschaft macht
diese zu empfindlichen Indikatoren von Proteinfaltungen, Konformationsänderungen oder
anderen Prozessen, die dessen Kontakt zu Wasser verändern. Der Vorteil dabei ist, dass
der Hauptanteil der emittierten Photonen von der gebundenen ANS-Fraktion stammt, wo-
hingegen der ungebundene Anteil in Wasser nur einen extrem kleinen Betrag zum Signal
liefert und somit die Untersuchung des gebundenen Farbstoffes kaum beeinträchtigt.
Das extrem polaritätsabhängige Emissionsspektrum von ANS macht diesen Farbstoff zu ei-
nem geeigneten Marker, um die Polarität seiner Umgebung (z.B. in einer Bindungstasche)
zu bestimmen. Beispielsweise verschiebt sich das Emissionsspektrum von 2,6-ANS von 416
nm in Acetonitril zu ca. 460 nm in Wasser [81].
5.1. Untersuchung des MIP-Analyt-Systems
5.1.1. Stationäre Fluoreszenzuntersuchungen
Ein Fluorescein-O-Methacrylat markiertes geprägtes Polymer, welches Glucuronsäure bin-
den kann, diente hier als Modellsystem, um mittels stationärer sowie zeitaufgelöster
Fluoreszenz-Untersuchungen die molekularen Wechselwirkungen zwischen Analyt und syn-
thetischen Rezeptormaterial genauer zu charakterisieren. Die Zugabe unterschiedlicher
Konzentrationen an Analyt zum fluoreszenzmarkierten Polymer wurde mit stationärer
Fluoreszenzspektroskopie untersucht (Abbildung 5.1). Als Analyt diente das Natriumsalz
der Glucuronsäure (Natrium-D-Glucuronat), um zu verhindern, dass Protonen der Säure
in die Suspension eingebracht werden und somit das pH-sensitive Fluorescein beeinflus-
sen [125]. Mit steigender Konzentration des Glucuronats sinkt die Emissionsintensität des
im MIP kovalent gebundenen Fluoresceins - die Form und Lage des Spektrums bleiben je-
doch konstant. Das Absinken der Emissionsintensität kann im Fall des Fluoresceins zwei
Ursachen haben: Zum einen kann die Beweglichkeit der fluoreszierenden Einheit erhöht
sein, sodass die aufgenommene Energie strahlungslos in Form von Wärme an die Um-
gebung abgegeben wird, d.h. die Ratekonstante der strahlungslosen Desaktivierung wird
größer und damit sinkt die Quantenausbeute. Dieser Fall ist hier jedoch unwahrscheinlich,
da die Beweglichkeit durch die Anwesenheit an Natriumsalz der Glucuronsäure eher ab-
sinkt aufgrund sterischer Hinderungen. Zum anderen ist es möglich, dass sich die Ladungs-
verhältnisse im Fluorescein-Molekül so verändern, dass Fluorophorspezies mit geringerem
Extinktionskoeffizienten oder verringerter Quantenausbeute begünstigt werden.
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Abbildung 5.1.: Emissionsspektren von Fluorescein-MIP und -NIP in Suspension (je 0,1 mg/mL) mit
verschiedenen Konzentrationen des Natriumsalzes der Glucuronsäure (GA). Excitati-
on 456 nm, 1 mm Küvette.
Abbildung 5.2.: Emissionsspektren von Fluorescein mit verschiedenen Konzentrationen des Natrium-
salzes der Glucuronsäure (GA) in Lösung. Excitation 456 nm, 1 mm Küvette.
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Eine sehr hohe Unspezifität der Bindung des Analyten an das geprägte Polymer ist anhand
der nahezu gleich hohen Analyt-Bindung an das ungeprägte Referenzpolymer (NIP) in Ab-
bildung 5.1 ersichtlich. Generell ist die Empfindlichkeit des Nachweises relativ gering, da
erst ab 43 µM eine eindeutige Fluoreszenzsignaländerung zu verzeichnen ist. Diese Ände-
rung sinkt nicht linear mit der Analytkonzentration, sondern ähnelt einem logarithmischen
Verhalten.
Ein Vergleich mit der Wechselwirkung von Fluorescein und Glucuronat in Lösung sollte
weitere Einblicke über die Wechselwirkung zwischen diesen Substanzen geben. Die dabei
eingesetzte Fluorescein-Konzentration in Lösung entspricht etwa der im Polymer, wenn da-
von ausgegangen wird, dass das gesamte Fluorescein-Methacrylat polymerisiert und somit
kovalent im Polymer gebunden wird. In Abbildung 5.2 wird deutlich, dass im Emissions-
spektrum bei gleichen Anregungsbedingungen (λex = 456 nm) die Schulter bei 560 nm im
Polymer stärker ausgeprägt ist. Des Weiteren ist ein Shift (spektrale Verschiebung) des
Peaks von 512 nm in Lösung zu 520 nm im Polymer festzustellen, auch die 2. Schulter
bei 550 nm ist etwa 10 nm langwellig verschoben gegenüber dem Spektrum in wässriger
Lösung. Ein Vergleich mit dem unpolymerisierten methacrylierten Farbstoff zeigt, dass so-
wohl der Shift als auch die Schulter aufgrund der Methacrylat-Gruppe, die am Sauerstoff
gebunden ist, hervorgerufen wird (Daten nicht dargestellt).
Außerdem ist der Effekt des Fluoreszenzquenchings von Fluorescein in Lösung bei allen
Abbildung 5.3.: Emissionsspektren von Fluorescein-MIP (0,1 mg/mL) in Suspension mit verschiede-
nen Anregungswellenlängen detektiert.
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untersuchten Glucuronat-Konzentrationen geringer als im Polymer. Offenbar kommt das
Glucuronat dem Fluorescein-Molekül im Polymer aufgrund des molekularen Abdruckes
(häufiger) lokal näher oder das Fluorescein-Molekül reagiert im Polymer sensitiver auf Um-
gebungsbedingungsänderungen, da eine andere Ladungsform des Fluoresceins vorherrscht
bzw. die Beweglichkeit verändert ist.
Der Einsatz wellenlängenabhängiger stationärer Fluoreszenzemissions-Messungen diente
der Aufklärung, welche Ladungsformen des Fluoresceins im Polymer vorherrschen, um da-
mit Rückschlüsse auf dessen Sensitivität gegenüber Glucuronat und anderen Umgebungs-
bedingungen ziehen zu können. Je langwelliger die Anregungswellenlänge, desto stärker die
Emission des Dianions, wohingegen bei höheren Anregungsenergien die Emission des Mo-
noanions zunimmt (Vgl. Abbildung 5.3 und Literatur [122, 123]). Bei der Anregung mit
456 nm (λex = 456 nm), welche bei den bisherigen Messungen sowie für zeitaufgelöste Mes-
sungen mit NanoLEDs Einsatz findet, sind das Monoanion sowie das Dianion des Fluore-
sceins die beiden vorherrschenden emittierende Komponenten in etwa gleichem Maße. Das
Monoanion weist schwächere Quantenausbeuten und Extinktionskoeffizienten (Φ = 0, 37,
ε(472 nm) = 29000 M−1 cm−1) auf als das Dianion (Φ = 0, 93, ε(490 nm) = 76900 M−1
cm−1) [123]. Das könnte bedeuten, dass das Fluorescein-MIP eine höhere Affinität zu Glu-
curonat aufweist als Fluorescein in Lösung, denn Fluorescein in Lösung (mit vorherrschen-
den Dianion) reagiert weniger sensitiv auf Glucuronat als Fluorescein im Polymer, in dem
das Monoanion einen wesentlichen Anteil hat. D.h. trotz der geringeren Sensitivität des
Monoanions auf Umgebungsänderungen ist dessen Empfindlichkeit in einer Polymermatrix
mit molekularen Abdruck offenbar erhöht gegenüber dem Dianion in Lösung.
5.1.2. Zeitaufgelöste Fluoreszenzuntersuchungen
Es wurden zeitaufgelöste Messungen zur genaueren Untersuchung der hohen Unspezifität
der Bindung des Analyten an das geprägte Polymer eingesetzt. Damit kann aufgeklärt wer-
den, inwieweit die stationäre Fluoreszenz u.U. nicht in der Lage ist, die spezifische Bin-
dung, d.h. einen entsprechend hohen Unterschied zwischen MIP und NIP-Signal, sensitiv
zu detektieren.
Zeitaufgelöste Emissionsspektren (time-resolved emission spectra, TRES) der molekular ge-
prägten Polymere ergaben die Existenz von zwei Lebensdauern (3,7 ns und 1,6 ns, Vgl. Ta-
belle 5.1) sowie eine Streukomponente im Abklingdauerbereich von bis zu 10 ps (Rayleigh-
Streuung an den ca. 500 nm großen MIP-Partikeln), welche aufgrund des relativ gerin-
gen Stokes-Shifts des Fluoresceins mit der gegebenen Anregungslichtquelle (λex = 456 nm,
FWHM = 15 nm) messtechnisch nicht eliminiert werden konnte. Jedoch kann eine rech-
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Abbildung 5.4.: Emissionsspektren der molekular geprägten Polymere in Abhängigkeit der Lebens-
dauer der jeweiligen Komponenten. Die Daten wurden aus TRES-Daten generiert, in-
dem aus 3 Lebensdauer-Bereichen die jeweiligen Emissionsspektren erzeugt wurden.
Abbildung 5.5.: Wellenlängenabhängige Amplituden der langsamen Komponente τ3 (≈ 3,7 ns) der
TRES-Messungen der molekular geprägten und nicht geprägten Polymere mit varia-
blen Glucuronat-Konzentrationen.
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Tabelle 5.1.: Fluoreszenzlebensdauern τ der molekular geprägten (MIP) und nicht geprägten (NIP)
Polymere in Abhängigkeit der Glucuronat (GA)-Konzentration. Alle Messungen wurden
mittels TRES (bei 530 nm Start-Modellanpassung der Lebensdauern) jeweils in 3-fach
Bestimmung durchgeführt. Die Standardabweichungen der Messungen sind unabhängig
von der GA-Konzentration und beträgt sowohl für das MIP als auch das NIP im
Durchschnitt 0,04 ns. Die Chi2-Werte lagen für alle Messungen unter 1,3 für das 3-
exponentielle Modell.
GA-Konzentration [µM] τ1 MIP [ns] τ1 NIP [ns] τ2 MIP [ns] τ2 NIP [ns]
0 3,73 3,72 1,52 1,58
0,043 3,80 3,71 1,65 1,58
4,3 3,74 3,56 1,61 1,43
4300 3,71 3,71 1,55 1,55
nerische Eliminierung der Streuung über die sich aus den TRES-Daten ergebenden Emissi-
onsspektren der molekular geprägten Polymere in Abhängigkeit der 3 Lebensdauern erfol-
gen (siehe Abbildung 5.4). Daraus ist eindeutig ersichtlich, dass es sich bei τ1 aufgrund des
wellenlängenabhängigen, exponentiellen Abfalls um Rayleigh-Streuung handelt. Des Wei-
teren können τ2 und τ3 dem Fluoresceinspektrum im Polymer zugeordnet werden.
TRES-Messungen der molekular geprägten und nicht geprägten Polymere in Abhängig-
keit der Glucuronat-Konzentration zeigten weder beim MIP noch beim NIP einen signifi-
kanten Unterschied der Fluoreszenzlebensdauern in Abhängigkeit der Analytkonzentration
(Vgl. Tabelle 5.1). Aus den Amplituden der Lebensdauern wurde die jeweilige Rayleigh-
Streukomponente rechnerisch eliminiert. Die Amplituden, die die relative Fluoreszenz-
intensität an der Gesamtintensität widerspiegeln, sind unabhängig von der zugegebenen
Glucuronat-Konzentration mit je 73% sowie 27% bei 530 nm (siehe Abbildung 5.5). Somit
emittiert die langsamere Komponente (≈ 3,7 ns) ca. 2 mal stärker oder ist ca. 2 mal häufi-
ger vorhanden als die schnellere Komponente (1,6 ns) sofern die Quantenausbeuten der
beiden Komponenten gleich sind.
Ein Vergleich der Lebensdauern von Fluorescein in Lösung bei vergleichbarer Konzentra-
tion wie im Polymer in Abhängigkeit der Glucuronat-Konzentration ergibt 1-exponentielle
Tabelle 5.2.: Fluoreszenzlebensdauern τ von 3,2 µM Fluorescein in Abhängigkeit der Glucuronat
(GA)-Konzentration. Alle Messungen wurden mittels TCSPC bei 530 nm Emissionsde-
tektion jeweils in 3-fach Bestimmung durchgeführt.
GA-Konzentration [µM] τ Fluorescein [ns] Chi2
0 4,08 1,46
4,3 4,00 1,62
43 3,93 1,63
4300 3,93 1,29
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Abklingkurven, die zu einer einzigen Lebensdauer korrespondieren (Vgl. Tabelle 5.2). Trotz
der relativ hohen Chi2-Werte wurde das 2-exponentielle Modell abgelehnt, da sich keine
signifikante Reduzierung gegenüber dem 1-exponentiellen Modell ergab. Die detektierten
Fluoreszenzlebensdauern sind nahezu unabhängig von der GA-Konzentration bzw. ist ei-
ne schwache Verminderung von τ bei steigenden GA-Konzentrationen zu verzeichnen. Sie
korrespondieren zu dem Dianion, welches in der Literatur mit einer Lebensdauer von 4,1
bzw. 4,16 ns beschrieben ist [114,123].
Somit ergibt sich ein ähnliches Verhalten wie im Polymer bzgl. der Unabhängigkeit der
Fluoreszenzlebensdauer von der Glucuronat-Konzentration. Anhand dieser Daten wird da-
von ausgegangen, dass die schnellere Komponente (≈ 1,6 ns) im Inneren des Polymers vor-
herrscht, wohingegen die langsamere Komponente (≈ 3,7 ns) der Polymeroberfläche zuzu-
ordnen ist, da diese nahezu unverändert zum freien Fluorescein in wässriger Lösung ist.
5.2. Erweiterung des MIP-Analyt-Systems durch einen
Förster-Energietransfer-Mechanismus
Die Untersuchung eines Förster-Energietransfer (FRET)-Mechanismus’ als sensitives Nach-
weisprinzip für stationäre Messungen basierte auf Grundlage des Fluorescein-Polymers
als Akzeptor mit 1,8-ANS als Donor. ANS zeichnet sich durch seine extreme Sensitivität
gegenüber Polaritätsänderungen aus und kann somit durch Änderung des Lösungsmittels
oder anderer Umgebungsbedingungen (wie Anwesenheit von Membranen, Proteinen oder
Polymeren) gezielt in spektrale Bereiche verschoben werden. Damit eignet es sich hervor-
ragend für die vorliegende Anwendung, denn in reinem Wasser ist die spektrale Überlap-
pung mit Fluorescein gering gegenüber der Überlappung, wenn ANS an das Fluorescein-
markierte Polymer gebunden ist (siehe Abbildung 5.6).
Die sich für den Energietransfer ergebenden theoretisch zu erwartenden Förster-Abstände
R0 können mit Hilfe des Überlappungsintegrals (Gleichung 2.8) berechnet werden. Der
theoretische Förster-Abstand für das vorliegende Fluorescein-ANS-System beträgt in
Lösung 17,5 Å und im Polymer 27,9 Å . Dieses scheinbar geringe Förster-Abstandsverhält-
nis von 1,6 im Polymer gegenüber dem Abstand in Lösung entspricht einem Konzentrati-
onsverhältnis von 4,1 - d.h. eine 4-fach niedrigere Konzentration an Akzeptor-Farbstoff im
Polymer ist nötig, um die gleiche FRET-Effektivität wie in Lösung zu erreichen. Dies liegt
in der spektralen Verschiebung und der Erhöhung der Quantenausbeute um den Faktor 20
im Polymer-System begründet.
Die reale Untersuchung des FRET-Systems am Polymer beinhaltet die Veränderung der
Akzeptorkonzentration, d.h. dem Fluorescein-Polymer bei konstanter Donor-Konzentration
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Abbildung 5.6.: Darstellung der spektralen Überlappung der ANS-Emission (Donor) und der Absorp-
tion des Fluoresceins (Akzeptor). (A) Emissionsspektrum von ANS und Extinktion
von Fluorescein in wässriger Lösung. (B) Emissionsspektrum von ANS gebunden an
das unmarkierte Polymer und Anregungsspektrum des Fluorescein-markierten mole-
kular geprägten Polymers.
(siehe Abbildung 5.7). Es ist ersichtlich, dass die ANS-Fluoreszenzintensität mit steigen-
der Konzentration an unmarkierten Polymer steigt, da offenbar die Polarität des Poly-
mers geringer ist als die von Wasser. Somit verändern sich die Emissionseigenschaften des
polaritätsempfindlichen Farbstoffs. Des Weiteren wird im Fall des Fluorescein-markierten
Polymers deutlich, dass dessen Emissionsintensität mit steigender Polymer-Konzentration
steigt, jedoch gleichzeitig die ANS-Emissionsintensität deutlich sinkt.
Die Quantifizierung des Energietransfers auf Grundlage der Emissionsspektren ist in
Abhängigkeit des mittleren molekularen Abstandes zwischen Donor und Akzeptor in Ab-
bildung 5.8 graphisch dargestellt. Die Bestimmung der Abstände basiert auf der Annahme,
dass sämtliches zur Polymerisation eingesetztes Fluorescein-O-Methacrylat kovalent im
Polymer gebunden und nicht ausgewaschen wird. Außerdem wird bei der Abstandsberech-
nung von einer gleichmäßigen mittleren Verteilung der Fluorescein-Moleküle ausgegan-
gen. Der Verlauf des Graphen entspricht dem theoretisch zu erwartenden Verlauf, wenn
Förster-Energietransfer stattfindet. Jedoch ist auffällig, dass nicht 100% Transfereffizienz
erreicht wird, da die Kurve im Bereich von unter 40 nm Abstand bereits am Abflachen ist.
Des Weiteren ist der Förster-Abstand R0 extrem hoch (≈ 100 nm) gegenüber den üblichen
in der Literatur angegebenen theoretischen Abständen, die maximal 8 nm betragen [81].
Die Ursache dafür ist, dass eine inhomogene Verteilung der Donor- und Akzeptormoleküle
vorherrscht, wohingegen die Berechnungsformel eine homogene Verteilung voraussetzt.
Außerdem stammt das ANS-Fluoreszenzsignal aufgrund dessen extrem polaritätsabhängi-
ger Quantenausbeute überwiegend von Molekülen, die sich nahe der Polymeroberfläche
aufhalten. Dort ist die Wahrscheinlichkeit, ein nahe gelegenes Fluorescein-Molekül anzu-
treffen deutlich höher als in Lösung. Damit ergibt sich aus den Messdaten ein sehr hoher
5.2. Erweiterung des MIP-Analyt-Systems durch einen FRET-Mechanismus 77
Abbildung 5.7.: Emissionsspektren von ANS in Abhängigkeit der Konzentration der (A) unmarkierten
und (B) Fluorescein-markierten molekular geprägten Polymere. 7,1 µM ANS in
700 µL Wasser unter Zugabe der angegebenen Polymermenge, Excitation 360 nm,
1 mm Küvette.
Abbildung 5.8.: FRET-Effizienz in Abhängigkeit des mittleren Abstandes der Fluorescein-Moleküle im
geprägten Polymer und der ANS-Moleküle in Lösung. Der angegebene Molekülabstand
wurde über die Polymermenge variiert und daraus der mittlere Molekülabstand
bestimmt; Berechnung der FRET-Effizienz basiert auf E = 1−FDA/FD; 7,1 µM ANS
in 700 µL Wasser unter Zugabe der entsprechenden Polymermenge, Excitation 360
nm, Detektion bei 470 nm, 2 mm Küvette.
Förster-Abstand, da lokale Bereiche mit geringen Abständen der Moleküle (27,9 Å laut
Berechnung des theoretischen R0 am Polymer) auftreten, die detektiert werden und wei-
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tere Bereiche mit sehr großen Abständen der Fluorophore (in Lösung) untereinander, die
aufgrund der polaritätsabhängigen Quantenausbeute von ANS kaum zum Messsignal bei-
tragen.
100% Effizienz könnte mittels einer erhöhten ANS-Konzentration oder erhöhten
Fluorescein-Konzentration im Polymer erreicht werden, da sich dann rein statistisch die
Abstände der Moleküle untereinander verringern und damit die Transferrate steigt. Zu ho-
he Fluorescein-Konzentrationen führen allerdings zu FRET der Fluorescein-Moleküle un-
tereinander. Auf der anderen Seite sind zu hohe ANS-Konzentrationen in diesem System
nicht erwünscht, da das Fluorophor als Kompetitor zum eigentlichen Analyten (Glucuro-
nat) zum Einsatz kommen soll. In diesem Fall wären nur entsprechend hohe Glucuronat-
Konzentrationen nachweisbar.
Ein Assay zur Kompetition des ANS mit Glucuronat, Natriumacetat und Glucose illu-
striert den Analytnachweis mit dem FRET basierten Fluorescein-MIP-System (Abbildung
5.9). Die Signaländerung und damit die Verdrängung des ANS von den Bindungsstellen
des MIP ist durch Glucuronat am größten. Glucose hingegen induziert keine signifikan-
te Signaländerung, wohingegen Natriumacetat einen relativ hohen Einfluss auf das Fluo-
reszenzsignal aufweist. Somit ist offenbar nicht die Größe des Analyten ausschlaggebend
Abbildung 5.9.: Relatives Fluoreszenzsignal des FRET-Assays mit Fluorescein-MIP und ANS als
Kompetitor in Abhängigkeit der Analytkonzentration: Natriumsalz der Glucu-
ronsäure, Natriumacetat und Glucose. Bedingungen: 0,25 mg molekular geprägtes Po-
lymer; 7,1 µM ANS in 700 µL Wasser, Excitation 360 nm, 2 mm Küvette.
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für die Bindung an das Polymer, sondern vorrangig die Anwesenheit einer Carboxylgrup-
pe, mit der die Amidiniumgruppe des funktionellen Monomers AAB interagiert. Die Se-
lektivität des mit Glucuronat geprägten MIPs ist damit gegeben. Die Sensitivität dieses
FRET-Systems ist hingegen nicht signifikant höher gegenüber dem einfachen Fluorescein-
MIP-System.
Zusammenfassung
Mit Hilfe der Kombination von stationärer und zeitaufgelöster Fluoreszenzspektroskopie
wurden Fluorescein-markierte MIPs, die Glucuronsäure als molekularen Abdruck tragen,
auf deren Spezifität und Empfindlichkeit des Analytnachweises untersucht. Da die Spezifität
sowohl bei den stationären als auch den zeitaufgelösten Messungen sehr gering und auch die
Empfindlichkeit nicht ausreichend für die Untersuchung biologischer Proben war, wurde ein
alternatives Nachweisverfahren basierend auf einen Förster-Energietransfer-Mechanismus
etabliert und charakterisiert. Die Anilinonaphthalensulfonsäure (ANS), die als Donor und
Kompetitor des Glucuronats fungierte, konnte erfolgreich zum selektiven Nachweis der
Analytbindung integriert werden, jedoch verbesserte sich dadurch die Empfindlichkeit des
Analytnachweises nicht wesentlich.
6. Mikrofluidischer Fluoreszenz-Sensor
basierend auf molekular geprägten
Polymeren
Die Nutzung Fluoreszenz-basierter Methoden erlaubt es, die hohe Selektivität der MIPs
mit der hohen Sensitivität der Fluoreszenzdetektion zu kombinieren, wie bisherige Studien
zeigen [27, 50–54]. Die Untersuchung immobilisierter MIPs unter mikrofluidischen Bedin-
gungen ermöglicht online-Messungen der geprägten Polymere bzgl. der Konzentration des
gebunden Analyten. Dabei wird kein Separationsschritt benötigt, sofern es sich um einen
direkten Analytnachweis handelt. Außerdem können aufwendige Waschprozeduren der Po-
lymere, um den Analyten im Anschluss wieder zu entfernen, online durchgeführt und über-
wacht werden. Das kann automatisiert mit einem pumpengesteuerten Flussregime der je-
weiligen Lösungsmittel realisiert werden.
Die Fluoreszenzdetektion kann auf verschiedenen Wegen realisiert werden, z.B. mit Hil-
fe von Minispektrometern, miniaturisierten, photosensitiven Sensoren (wie PMTs oder
APDs), CCD-Kameras zur ortsaufgelösten Detektion oder mit gewöhnlichen Fluoreszenz-
spektrometern. Wenn eine spektrale Auflösung gefordert ist, um das Bindungsverhalten
zwischen MIP und Analyt mit geringer Nachweisgrenze zu ermöglichen, sind miniaturisier-
te, photosensitive Sensoren und gewöhnliche CCD-Kameras abgesehen von spektroskopi-
schen CCD-Kameras nicht geeignet.
Jüngst entwickelte Minispektrofluorometer, die direkt mit optischen Fasern verbunden wer-
den können und daher für Messungen in Mikrokanälen einfach zu handhaben sind, werden
immer mehr verbessert bzgl. Sensitivität und spektraler Auflösung. Jedoch sind sie bzgl.
einer dieser beiden Parameter noch nicht ausreichend leistungsfähig, um Messungen mit
sehr kleinen optischen Schichtdicken, wie sie in der Mikrofluidik üblich sind, zu realisieren.
Als Konsequenz müssen entweder sehr hohe Konzentrationen eingesetzt werden, um ein
hohes SNR zu erreichen, und/ oder die Integrationszeit muss zu Werten in der Größenord-
nung von 10 s erhöht werden, was wiederum den Dunkelstrom erhöht und schnelle Mes-
sungen verhindert.
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Auf der anderen Seite ist es möglich, mit gewöhnlichen hoch-sensitiven Fluoreszenzspek-
trometern minimale spektrale Veränderungen zu unterscheiden und damit molekulare In-
teraktionen aufzuklären. Die Fluoreszenzmessung in Mikrokanälen wurde von einigen For-
schungsgruppen erfolgreich eingesetzt [126–130].
Es wurde erstmalig die einzigartige Kombination von MIPs mit mikrofluidi-
scher Probenzuführung und Fluoreszenzdetektion mit einem hoch-sensitiven
Spektrofluorometer angestrebt. Damit kann die Detektion von minimalen spektralen
Veränderungen und Variationen in der Fluoreszenzintensität realisiert werden. Der poten-
tielle Einsatz des Sensors ist insbesondere im Bereich biologischer Proben zu sehen. Die
fluoreszenzmarkierte Aminosäure Dansyl-L-Phenylalanin (Dansyl-L-Phe) wurde dazu als
Modellanalyt verwendet, da dafür etablierte Protokolle zur Synthese molekular geprägter
Polymere zur selektiven Enantioseparation existieren [27, 50–52, 131–134]. Das Ziel dieser
Arbeit ist es, die Polymere bzgl. der Parameter zu charakterisieren, die relevant für ihre
Anwendung als Biosensormaterial sind und diese auf der Sensoroberfläche zu immobilisie-
ren. Des Weiteren erfolgt ein Grundsatzbeweis (
”
proof of principle“) zur Analyse von MIPs
in einem mikrofluidischen Messaufbau mittels Fluoreszenzdetektion.
6.1. MIP-Bindungseigenschaften
Zum Aufbau des Fluoreszenzsensors wurden MIPs verwendet, die gegen den Modellanaly-
ten Dansyl-L-Phe gerichtet sind. Die Bindungseigenschaften der Polymere mit dem Ana-
lyten wurden mit Hilfe des Imprinting Faktors (IF) bestimmt, welcher den jeweiligen An-
teil an spezifischen und unspezifischen Interaktionen mit der Polymermatrix quantifiziert.
Der IF für MIP-Partikel, die gegen Dansyl-L-Phe gerichtet sind, wurde mit 2,7 bestimmt
bei 2 mg/mL Polymer in Acetonitril. Damit ist der Anteil der spezifischen Analyt-Bindung
knapp 2 mal höher als der Anteil der unspezifischen Bindung an das geprägte Polymer.
Die Enantiomer-Selektivität des MIPs wurde mit 67% Bindung der D-Form an das MIP
bezogen auf die Bindung von Dansyl-L-Phe in Batch-Bindungsexperimenten bestimmt bei
einer Polymerkonzentration von 2 mg/mL in Acetonitril.
Um das Polymer als Sensormaterial zu nutzen, ist insbesondere bei online-Messungen die
Bindungskinetik von hohem Interesse, um damit die benötigte Zeit für die Inkubation mit
dem Analyten bis zur Gleichgewichtseinstellung zu bestimmen. Die Bindungskinetik ist
abhängig von der Zugänglichkeit der Bindungsstellen durch molekulare Diffusion (Diffusi-
onslänge) und von der Kinetik der Interaktion zwischen funktionellen Gruppen des Poly-
mers und der des Analyten im verwendeten Lösungsmittel. Die Zeit, um das Gleichgewicht
zwischen Dansyl-L-Phe-MIPs und Dansyl-L-Phe zu erreichen, beträgt 30 min (Abbildung
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Abbildung 6.1.: Bindungskinetik von 10 µM Dansyl-L-Phe in Acetonitril an 1,5 mg Dansyl-L-Phe-MIP
und das korrespondierende Kontrollpolymer (NIP). Der Anteil an gebundenem Ana-
lyten an das Polymer wurde durch Fluoreszenzanalyse der Supernatante bestimmt.
6.1). Daher wurden alle Experimente mit 30 min Inkubationszeit durchgeführt. Diese Bin-
dungszeit ist ähnlich zu der anderer MIPs [36,135]. Die Zeit, um das Gleichgewicht zu er-
reichen, kann durch verschiedene Ansätze reduziert werden, wie die Verwendung poröser
Beads [136] oder durch Nanostrukturierung der Polymeroberfläche [36].
6.2. Immobilisierung der MIPs
Dansyl-L-Phe-MIPs wurden als homogener Film auf Quarz-Substrate immobilisiert, um ei-
ne optische online-Analyse und Wiederverwendung nach deren Regeneration zu ermögli-
chen. Es wurde eine reproduzierbare Immobilisationsmethode für Dansyl-L-Phe-MIPs ad-
aptiert und optimiert, um Filme mit hoher Homogenität und Stabilität zu erhalten. Die
Konzentration von PEI und der MIPs wurde im Vergleich zur Originalpublikation [60]
erhöht, um die Dicke und Stabilität der MIP-Filme zu erhöhen. Die Inkubation der Fil-
me mit dem Analyten in Acetonitril hat die Stabilität der Filme nicht signifikant beein-
flusst. Jedoch konnten maximal sechs aufeinander folgende Waschschritte mit Methanol
und Methanol:Essigsäure (9:1) realisiert werden, ohne die Reproduzierbarkeit des Signals
nach dem Analyt-Bindungsschritt zu beeinflussen.
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Abbildung 6.2.: Atomkraftmikroskopiebilder mit verschiedenen Vergrößerungen von MIP-Partikeln,
die mit Polyethylenimin auf eine Quarzoberfläche immobilisiert wurden. Es ist die
Homogenität des MIP-Partikel-Films zu erkennen sowie die Größe eines Partikels von
ca. 100 nm. Scan-Größen von (A) 100 µm, (B) 10 µm und (C) 1 µm sind dargestellt.
Atomkraftmikroskopische (AFM) Scans einer Oberfläche mit immobilisierten MIP-
Nanopartikeln, in deren Schicht ein Kratzer mit einer abgerundeten Spitze zur Entfernung
der MIPs erzeugt wurde, indizierten eine Dicke des MIP-Films aus ungefähr 10 Lagen mit
Partikeln von 100 nm im Durchmesser. Die Partikelgröße von 100 nm wurde außerdem
durch dynamische Lichtstreuung verifiziert. Die mikroskopische und makroskopische Ho-
mogenität der Filme war sehr gut (Abbildung 6.2), was durch Vergleich des Streusignals
der Partikel an verschiedenen Positionen auf den Filmen validiert wurde. Das Streusignal
schwankte nicht stärker als 10%, sodass dementsprechend eine reproduzierbare optische
Detektion gewährleistet ist. Versuche, die Dicke der MIP-Filme durch multiple, übereinan-
der gelagerte PEI-MIP-Beschichtungen zu erhöhen, waren nicht erfolgreich, da diese Filme
nicht stabil waren.
6.3. Messaufbau
Zur Analyse biologischer Proben für diagnostische Zwecke mit immobilisierten MIPs
kamen miniaturisierte, fluidische Komponenten zum Einsatz. Zu diesem Zweck wurde ein
mikrofluidischer, optisch transparenter und chemisch resistenter Chip entworfen, der aus
zwei Komponenten besteht: einem planen Quarzsubstrat, auf dem die MIPs immobilisiert
sind (Abbildung 6.3 D) und einem mikrostrukturierten Teil für den Fluidtransport mit
zwei Detektionskanälen (Abbildung 6.3 E). Letztere Struktur hat jeweils einen Ein- und
Auslass und die Form eines Mäanders, der die fluidische Messstrecke verlängert und den
Fluss homogen über die sensorische Oberfläche leitet. Das Innenvolumen des Chips, d.h.
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das Probevolumen, mit dem die MIPs interagieren können, beträgt 19 µL. Die geringe
optische Schichtdicke der Chipküvette von 110 µm stellt sicher, dass das Hintergrundsignal
der Probe verhältnismäßig gering ist.
Zur fluidischen Kontaktierung zwischen dem mikrofluidischen Chip und den Schläuchen
zum Probentransport wurde ein magnetischer Halter verwendet [113], welcher zur optischen
Detektion eingesetzt werden kann, wie in [137–139] beschrieben (Abbildung 6.3 C und
F). Für Fluoreszenzmessungen wurde eine Halterung für den Analysechip entwickelt, um
einen konstanten Anregungswinkel von 23 ◦ zu realisieren (Abbildung 6.3 A und B).
Dieser optimale Winkel wurde empirisch ermittelt, sodass sich das höchste Signal-Rausch-
Verhältnis mit geringstem Streusignal der Probe ergab. Die Halterung beinhaltet einen
Magneten, um den im magnetischen Halter befindlichen Analysechip einfach anzubringen
und zu entfernen und um gleichzeitig zu ermöglichen, dass die Position auf dem Chip
verändert werden kann.
Abbildung 6.3.: Mikrofluidischer Chiphalter mit Chip und Halterung für Fluoreszenzmessungen in
einem Spektrometer. (A) Darstellung des Anregungs- und Emissionslichtstrahls in
einem Spektrometer. (B) Halterung für den mikrofluidischen Chipaufbau, der einen
festen Anregungslicht-Winkel und eine einfache Positionierung der Position des Chips,
an der detektiert wird, ermöglicht. (C) und (F) Magnetisch verbundener Chiphalter
mit Fenster zur optischen Detektion. (D) Substrat, auf dem MIPs immobilisiert
sind (hier in Form von Spots dargestellt). (E) Mikrostrukturierter Mäander für den
Flüssigkeitstransport. (G) Zusammengesetzter Aufbau mit allen Komponenten aus
Richtung des Anregungslichts.
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Der Fluidtransport wurde mit neMESYS Spritzenpumpen realisiert. Diese Spritzen haben
den Vorteil, dass sie kleinste Flussraten von bis zu 13,6 pL/min bis hoch zu 158 mL/min
präzise und pulsationsfrei fördern können. Daher sind sie geeignet kleinste Probenvolumina
zu transportieren. Die Spritzen sind chemisch inert und können daher für organische
Lösungsmittel wie Acetonitril verwendet werden.
Aufgrund der Modularität des hier vorgestellten Messaufbaus kann potentiell eine große
Anwendungsbreite ermöglicht werden. Dazu können verschiedene Erkennungselemente (wie
Antikörper oder Rezeptoren), Anregungslichtquellen und Detektoren gekoppelt werden, um
sowohl Fluoreszenz- als auch Absorptionsmessungen zu realisieren.
6.4. Fluoreszenzoptische Detektion der
MIP-Analyt-Bindung im mikrofluidischen Chip
Die optische Detektion der Analytbindung zum geprägten Polymer erfolgte mit Hilfe eines
Spektrofluorometers. Dadurch, dass das Detektionssignal sehr klein ist aufgrund der rela-
tiv geringen Polymermenge, die an der Sensoroberfläche gebunden ist, ist eine hohe Detek-
tionsempfindlichkeit notwendig.
Abbildung 6.4.: Fluoreszenzemissionsspektrum von Dansyl-L-Phe MIP immobilisiert auf ein Quarz-
substrat und inkubiert mit 100 µM Dansyl-L-Phe in Acetonitril (schwarz), mit Ace-
tonitril ohne Analyt (grau) und das Differenzspektrum (blau).
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Die Analyse der MIP-Filme unter mikrofluidischen Bedingungen in einem Spektrofluorome-
ter zeigt, dass das Spektrum des an das MIP gebundenen Dansyl-L-Phe durch die Subtrak-
tion des Hintergrundsignals generiert werden kann (Abbildung 6.4). Damit können klein-
ste spektrale Veränderungen (Intensität und Verschiebung) nachgewiesen werden. Es konn-
te zwar eine spektrale Verschiebung des Dansyl-L-Phe-Spektrums ins kurzwellige aufgrund
der Bindung an das Polymer festgestellt werden, jedoch betrug diese selbst bei hohen Ana-
lytkonzentrationen von 100 µM nur 30 nm. Damit ist eine ausreichend genaue Quantifizie-
rung nicht möglich.
Jedoch kann Dansyl-L-Phe durch die Bindung an das Polymer mit Hilfe der konzentra-
tionsabhängigen Intensitätsänderung quantitativ mit einem linearen Messbereich bis zu
30 µM Dansyl-L-Phe in der Inkubationsflüssigkeit und mit einer relativen Standardabwei-
chung von 2,8% detektiert werden. Die Nachweisgrenze ist 0,5 µM mit einer Sicherheit von
der dreifachen Standardabweichung. Das ist etwa 50-fach sensitiver als die Messung des
freien Analyten unter den gleichen Bedingungen, was den konzentrierenden Effekt der mo-
lekular geprägten Polymere demonstriert.
Zusammenfassung
Es wurde erstmals die Kombination aus Fluoreszenzdetektion und MIPs als Rezeptorma-
terial in einem mikrofluidischen Sensor angewendet. Die reversible Immobilisierungsmetho-
de der MIP-Nanopartikel auf der Sensoroberfläche basierend auf einem geladenen linearen
Polymer (Polyethylenimin) als molekularen Klebstoff, ist geeignet für die Benutzung in ei-
nem optischen Sensor bzgl. Reproduzierbarkeit, dank der guten Homogenität und Stabi-
lität der Filme. Die Nachweisgrenze ist 50-fach niedriger als die ohne die Verwendung ei-
nes MIPs zur selektiven Analytkonzentrierung. Dies illustriert, dass die Kombination aus
MIP-Technologie und Fluoreszenz vielversprechend ist, um eine erhöhte Sensitivität und
Selektivität zu erreichen. Die Untersuchung der Analytbindung unter mikrofluidischen Be-
dingungen erlaubt online-Messungen und benötigt nur geringe Probemengen. Davon aus-
gehend stellt dieser Ansatz eine vielfältige und sensitive Nachweismöglichkeit zur Analyt-
detektion und -quantifizierung in biologischen und aus der Umwelt stammenden Proben
dar.
7. Aufbau einer miniaturisierten
faser-optischen Messapparatur zur
MIP-basierten Analytdetektion
In der
”
point-of-care“ Diagnostik sind portable, robuste Systeme mit auf die Applikati-
on zugeschnittenen Rezeptoren und kurzer Reaktionszeit von hohem Interesse. Insbeson-
dere spielt die Fluoreszenzspektroskopie in der Biosensorik eine große Rolle aufgrund ih-
rer hohen Nachweissensitivität, ihrer Empfindlichkeit gegenüber sich ändernden Umwelt-
einflüssen und geeigneten hoch-selektiven Nachweisprinzipien, wie z.B. Förster Resonanz
Energietransfer.
Dazu werden vermehrt faser-optische Sensoren eingesetzt, da diese die Lichtübertragung
über größere Entfernungen sowie das Multiplexen zur Untersuchung mehrerer Regionen
auf der Sensoroberfläche bzw. mehrerer Wellenlängen ermöglichen [140]. Als miniaturi-
sierte Lichtquellen zur optischen Anregung der Fluorophore kommen neben Laser-Dioden
verstärkt LEDs zum Einsatz. LEDs sind kostengünstig, emittieren relativ schmalbandig
(Halbwertsbreite FWHM typischerweise 15 - 50 nm) und ein breiter Bereich an Wel-
lenlängen ist verfügbar. Sie zeichnen sich durch ihre kleine Größe, lange Lebensdauer und
ihren geringen Energieverbrauch aus. LEDs können gepulst werden, weshalb sie Anwendung
in der zeitaufgelösten Fluoreszenzspektroskopie finden. Weiterhin können sie mit Lichtleit-
fasern verbunden werden, die das optische Signal weiterleiten. Jedoch sind die verfügbaren
Anregungsintensitäten insbesondere im UV-Bereich relativ gering (einige 100 µW), wes-
halb sie häufig in Form von LED-Arrays zum Einsatz kommen oder hoch-sensitive Detek-
toren benötigt werden.
Als hoch-sensitive, miniaturisierte Detektoren können sowohl Avalanche-Photodioden
(APDs) als auch Photomultiplier Tubes (PMTs) angewendet werden. APDs ermöglichen
im Geiger-Modus sogar Einzelphotonenmessung und können so schnell wie PMTs detek-
tieren. Jedoch haben sie nur eine kleine aktive Fläche (≈ 100 µm bis zu 1000 µm mit expo-
nentiell ansteigenden Preisen mit größer werdender Detektorfläche). Daher muss die Fluo-
reszenz auf diese Fläche fokussiert werden, da ansonsten die Sensitivität zu gering ist. Des
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Weiteren haben APDs hohe Quanteneffizienzen bei sichtbaren Wellenlängen und sind als
leistungsstarke, gekühlte Gesamtmodule mit kleiner Baugröße verfügbar [82,141,142]. Um
kleinste Lichtmengen, wie durch Fluoreszenz emittierte Photonen in mikrofluidischen Um-
gebungen, detektieren zu können, werden hoch-sensitive Detektoren und ein geschicktes
Sensordesign benötigt.
An einen universell einsetzbaren Biosensor zur fluoreszenz-optischen Detektion von Bio-
molekülen und potentiellen Einsatz in der
”
point-of-care“ Diagnostik sind diverse Anfor-
derungen zu stellen:
• Portabilität und somit Miniaturisierung mittels mikrofluidischer Probenzuführung
und miniaturisierter Sensorik
• höchste Empfindlichkeit, um Spurenanalytik zu ermöglichen
• schnelle, kontaktfreie Messungen mittels fluoreszenzsensitiver Detektion
• Modularität, um den Einsatz verschiedener Rezeptormaterialien bzw. die Detektion
verschiedener Analyten zu ermöglichen
• Robustheit gegenüber Umwelteinflüssen, wie Temperatur
Es ist das Ziel einen faser-optischen, miniaturisierten Sensor aufzubauen und
in Hinblick auf dessen Nachweisgrenze und Sensitivität zu optimieren, der die
Spezifikationen zum Einsatz in der vor-Ort-Analytik erfüllt. Der zu entwickelnde
Messaufbau diente zunächst der Detektion des Modellanalyten Dansyl-L-Phe mittels
immobilisierter molekular geprägter Polymere.
7.1. Aufbau der Messapparatur
Im Zentrum der miniaturisierten Messapparatur steht das in Kapitel 6.3 angewendete mi-
krofluidische, optisch transparente Chipsystem mit 150 µm optischer Schichtdicke (Abbil-
dung 7.1), da sich dieses als leistungsstark und geeignet für die angestrebte Applikation
erwiesen hat. Die Schichtdicke von 150 µm ist die in Borofloat 33 maximal mögliche nass-
chemisch ätzbare Tiefe, um noch gute Oberflächengüten zu erreichen. Diese ist zum einen
tief genug, um polymere Filamente mit entsprechender Filamentlänge (≈ 180 µm) unter-
suchen zu können; auf der anderen Seite ist diese Schichtdicke dünn genug, um ein gerin-
ges Fluoreszenz-Hintergrundsignal der Probeflüssigkeit zu erzielen.
Als Anregungsquelle diente eine LED mit 351 nm Emissionsmaximum, welches mit dem
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Absorptionsmaximum des Analyten Dansyl-L-Phenylalanin überlappt (Abbildung 7.2). Ei-
ne höhere Lichtintensität, wie bei deutlich größeren und kostenintensiveren Laserdioden,
führt nicht unbedingt zur Erhöhung der Sensitivität, da das Verhältnis von unerwünschter
Anregungsstrahlung zu Emissionsstrahlung etwa gleich bleibt. Das liegt daran begründet,
dass die spektrale Diskriminierung hier mittels eines optischen Filters und nicht etwa über
ein Diffraktionsgitter geschieht.
Die spektrale Charakteristik des optischen Filters ist so, dass das Anregungslicht der LED
Abbildung 7.1.: Strahlengang mit LED, optischer Anregungsfaser im Winkel von α, Chipküvette mit
immobilisierten MIPs, Emissionsfilter, Detektionsfaser und Avalanche Photodiode.
Abbildung 7.2.: Extinktions- und Emissionsspektrum von Dansyl-L-Phenylalanin, das Emissionsspek-
trum der LED sowie die Transmission des Emissionsfilters.
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im Sperrbereich und im Bereich der Emission des Analyten der Durchlassbereich des Fil-
ters liegt (Abbildung 7.2). Die Filterdicke wurde hingegen so dünn wie möglich realisiert,
da diese den minimalen Abstand der Faser zum Chip (Maximum der Emissionsintensität)
darstellt. Somit wird ein minimaler Abstand zum Emissionsspot zu einem erhöhten Anteil
an detektierter Emission führen, wenn aus Platz- und Justagegründen auf eine Fokussier-
optik verzichtet wird. Das entsprechende Absorptionsfilter ist mit 1,1 mm Dicke verhält-
nismäßig dünn, da das Sägen dünnerer Filterdicken technisch schwierig ist. Die Anbrin-
gung des Filters erfolgt über ein hochviskoses
”
Index Matching Gel“, welches über adhäsi-
ve Kräfte das Filter hält. Gleichzeitig reduziert das Gel die Streuung und Reflexionen an
den jeweiligen Oberflächen.
Eine Lichtleit-Anregungsfaser und eine Detektionsfaser dienen der Lichtübertragung von
der LED bis zum Sensor. Als Detektor fungiert eine Avalanche Photodiode, welche im
Geiger-Modus betrieben wird und somit Einzelphotonenzählung ermöglicht. Das System
ist entsprechend modular veränderbar, sodass bei Änderung des Analyten oder des Rezep-
tormaterials die Anregungsquelle und das optische Filter ausgetauscht werden können.
Die LED wurde zylindrisch angebohrt, um eine optimale Faserankopplung und somit maxi-
male Lichtübertragung zu realisieren (Abbildung 7.3). Zwischen Faserkopf und LED wurde
ein
”
Index Matching Gel“ aufgebracht, um die Lichteinkopplung aus den vorher genannten
Gründen zu verbessern. Durch das Anbohren der LED und die Verwendung des Immersi-
onsgels wurde eine Erhöhung der Lichtintensität, die von der Faser geleitet wird, um den
Faktor 2,5 erreicht, wovon das Gel 10% Intensitätssteigerung ausmacht (Daten nicht dar-
gestellt).
Außerdem wurde für eine möglichst erschütterungsunempfindliche Faseranbindung an die
Abbildung 7.3.: Darstellung der Halterung zur erschütterungsunempfindlichen Faserankopplung an die
LED.
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LED eine spezielle Faserhalterung entwickelt. Die Halterung ermöglicht neben dem An-
schluss der Faser an die LED zusätzlich die elektrische Verbindung der LED mit einer
Konstantstromquelle, welche essentiell für eine konstante Lichtleistung der LED ist. Die
Faser wird dabei mittels standardisiertem SMA-Schraubkonnektor an der LED-Halterung
befestigt. Zusätzlich verfügt die Halterung über ein Klemmbrett, um eine Anbindung der
Anode und Kathode an eine Spannungsversorgung zu ermöglichen. Die verwendete Kon-
stantstromquelle hat eine Ausgangsstromschwankung von < 1% bei einem konstanten Aus-
gangsstrom von 20 mA [143]. Mit diesem Faseranbindungssystem mit Konstantstromquel-
le beträgt die relative Schwankung der durch die Faser geleiteten LED-Lichtleistung maxi-
mal 3%.
Um aus den genannten Einzelteilen ein Gesamtsystem zu erstellen, wurden die verschie-
denen Baugruppen und Lineareinheiten mit Edelstahl-Bauteilen verbunden. Dabei wurde
insbesondere auf Kompaktheit und Steifigkeit der Konstruktion Wert gelegt, um keine In-
stabilitäten aufgrund von langen Hebeln zu erhalten (Abbildung 7.4 und 7.5). Die gerin-
gen Durchmesser der verwendeten Fasern machen die genaue Justage der optischen Fasern
zueinander im µm-Bereich notwendig.
Als weitere Anforderungen an das Messsystem galten, einen flexibel einstellbaren Winkel
αx der Anregungsfaser bis zu 40
◦ zum optischen Lot sowie einen 0 ◦-Winkel der Emissi-
onsfaser zum Lot zu realisieren. Die Anregungs- und Detektionsfaser sind zueinander ein-
fach auszurichten. Außerdem ist der Abstand zwischen Chip und Anregungsfaser veränder-
bar, um diese möglichst nahe am Chip zu positionieren. Es galt insbesondere, dass durch
Veränderung des Winkels auch der Abstand einstellbar ist.
Die Chiphalterung kann unabhängig von Anregungs- und Detektionsfaser verschoben wer-
den. Ebenfalls ist die Abrasterung der gesamten kanalführenden Chipfläche (16 mm x 11
Abbildung 7.4.: Konstruktions-Darstellung des Messaufbaus von der Vorder- und Rückansicht erstellt
von Dirk Hoffmann.
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Abbildung 7.5.: Darstellung des gefertigten Messaufbaus in der Gesamtansicht (A) und als Ausschnitt
mit mikrofluidischen Chip (B).
mm) möglich, um die variablen Positionen der immobilisierten Proben auf dem Chip un-
tersuchen zu können. Generell gilt für den gesamten Messaufbau, dass die minimale An-
zahl an Freiheitsgraden aller Bestandteile realisiert wurde, um eine erhöhte Steifigkeit des
Systems zu gewährleisten. Weiterhin erhielten die Faserbefestigungen der Anregung sowie
der Detektion einen SMA-Standard zur einfachen und universellen Justierung. Der gesam-
te Aufbau wurde außerdem komplett von äußeren Lichteinflüssen abgeschirmt, um die De-
tektion von Fremdlicht auszuschließen.
Ein variabler Einsatz des Messaufbaus und somit die Verwendung unterschiedlicher, auch
aggressiver organischer Lösungsmittel ist insofern möglich, da ausschließlich chemisch iner-
te Materialien verwendet werden, die mit der Probe in Kontakt treten. Das fluidische Sy-
stem beinhaltet die Chiphalterung, den fluidischen Chip, Fluidanschlusstechnik, Schläuche
sowie Dichtringe und Dosierspritzen.
7.2. Optimierung des Messaufbaus
7.2.1. Einflussfaktoren und Zielstellung der Optimierung
Die Nachweisgrenze und Empfindlichkeit eines fluoreszenzoptischen Sensors wird von meh-
reren Faktoren beeinflusst. Diese lassen sich in Analyt-spezifische und Aufbau-spezifische
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Einflussparameter unterteilen. Letztere können in Betracht gezogen werden, um den zu ent-
wickelnden Messaufbau bzgl. der oben genannten Anforderungen zu optimieren. a) Analyt-
spezifische Einflussfaktoren
• Quantenausbeute und molarer Extinktionskoeffizient des Analyten (Dansyl-L-Phe in
Acetonitril bei Raumtemperatur: Φ = 0,15, ε340nm = 4420 L·mol−1·cm−1)
• Absorptions- und Emissionsspektrum des Analyten (Dansyl-L-Phe) bzgl. Stokes-Shift
und maximaler Anregung bzw. Emission (Abbildung 7.2)
• Art des Lösungsmittels bzgl. Beeinflussung der Fluorophoreigenschaften und Bre-
chungsindex (Acetonitril, Brechungsindex: n(589 nm) = 1,34)
b) Aufbau-spezifische Einflussfaktoren
• Schichtdicke der Chipküvette und des molekular geprägten Polymers, welche die Höhe
der Extinktion nach Lambert-Beer bestimmt (dChip = 150 µm, dMIP ≈ 100 µm).
• Transmission, Brechungsindices und Dicke der Küvettenmaterialien (Quarz: T(350
nm) = 92,0%, n(351 nm) = 1,48, d = 500 µm; Borofloat 33: T(350 nm) = 86,7%,
n(351 nm) = 1,49, d = 670 µm)
• Transmission, Brechungsindices und Dicke des Emissionsfilters (T(351 nm) = 0,03%,
T(520 nm) = 95,2%, n = 1,49, d = 1,1 mm, Abbildung 7.2)
• LED-Leistung und -Spektrum (200 µW, Maximum bei 351 nm, FWHM = 13,5 nm,
Abbildung 7.2)
• Numerische Apertur (NA = 0,22), Transmission (96,8%) und Durchmesser der Fasern
(200 µm Anregungs- und 100 µm Detektionsfaser)
• Koppeleffizienz der Detektionsfaser zur APD (45%)
• Dunkelrauschen, Nichtlinearität und Sensitivität des APD-Detektors in Abhängigkeit
der Wellenlänge (Quanteneffizienz ≈ 0,7 bei 520 nm, Photonendetektionswahrschein-
lichkeit = 0,17 bei 520 nm; im Datenblatt ist keine Angabe diesbezüglich für 351 nm
zu finden, eine Approximation deutet auf eine Photonendetektionswahrscheinlichkeit
von unter 1% bei 351 nm hin (Abbildung A.6))
• Geometrie des Messaufbaus, z.B. Winkel und Positionierung der Anregungs- und
Emissionsfaser.
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Für alle optischen Bestandteile des Aufbaus gilt, dass je nach Oberflächenrauigkeit und Ma-
terial jeweils Streuung und Reflexion mehr oder weniger stark auftreten. Weiterhin spielt
die Kombination aus Analyt- und Aufbaueigenschaften bei der spektralen Überlappung
der LED mit der Fluorophor-Absorption sowie der Filtercharakteristik eine entscheidende
Rolle für eine sensitive Messung.
Die Intensität der Fluoreszenz-Emission einer Probe ist hauptsächlich abhängig von der
Untersuchungssubstanz (bzgl. deren Konzentration, Extinktionskoeffizient und Quanten-
ausbeute), der optischen Schichtdicke und der Anregungs-Lichtquelle (Wellenlänge und In-
tensität). Da hier die Messung im mikrofluidischen System mit geringer Schichtdicke statt-
findet und geringste Analyt-Konzentrationen für die Spurenanalytik untersucht werden sol-
len, sind die zu detektierenden Lichtintensitäten minimal.
Der optische Messaufbau wurde daher in Hinblick auf Empfindlichkeit sowie Signal-Rausch-
Verhältnis (SNR) optimiert. Letzteres heißt, dass das gemessene Fluoreszenzlicht (S) maxi-
miert und das auf den Detektor auftreffende Anregungslicht (N) minimiert werden sollen,
damit die Nachweisgrenze minimiert wird. Die Empfindlichkeit eines Messsystems ist nach
DIN 1319 definiert als Anstieg
”
Änderung des Wertes der Ausgangsgröße (y) eines Mess-
gerätes bezogen auf die sie verursachende Änderung des Wertes der Eingangsgröße (x)“
(∆y / ∆x). Bezüglich der Empfindlichkeit spielt hier die Nichtlinearität der APD bei ho-
hen Lichtintensitäten eine wesentliche Rolle. Denn der in einer APD hervorgerufene Lawi-
neneffekt zur Verstärkung einzelner Photonen wird bei zu hoher Anzahl der Photonen pro
Zeiteinheit ineffektiv (d.h. nicht alle Photonen erzeugen proportional dazu einen Strom-
fluss) und somit sinkt die Sensitivität. Dadurch werden Lichtintensitätsunterschiede (∆x)
auf einem niedrigen Intensitätsniveau mit einer höheren Signaldifferenz (∆y) detektiert
als auf einem höheren Intensitätsniveau. Daher ist die ideale zu detektierende Lichtinten-
sität diejenige, die in dem genannten linearen und empfindlichen Bereich, jedoch über dem
Rauschlevel des Detektors liegt. Diese kann über die Intensität der Anregungsquelle und
die Geometrie des Aufbaus gesteuert werden. Da das SNR und somit die Nachweisgrenze
ausschließlich über die Geometrie optimiert werden kann, muss die Sensitivität über die
Intensität der Anregungsquelle verändert werden.
Die Strategie der Optimierung, die hier verfolgt wurde, beruht somit darauf, die Strahlung
der UV-Lichtquelle um Größenordnungen zu minimieren, um das SNR zu steigern. Dazu
gibt es in der Literatur z.B. Ansätze mit Polarisationsfiltern [144], die die unpolarisierte,
gestreute Anregungsstrahlung blocken und die polarisierte Emissionsstrahlung durchlas-
sen. Wobei dadurch verhältnismäßig viel Emissionsstrahlung weggefiltert wird, sodass eine
hohe Anregungsleistung notwendig ist. Da hier eine kurze Anregungswellenlänge (351 nm)
und somit eine geringe Anregungsleistung im 100 µW-Bereich bei kostengünstigen LEDs
verfügbar ist, ist die Verwendung von Polarisationsfiltern ungünstig. Außerdem kann die
Polarisation von Emissionsstrahlung nur bei immobilisierten Untersuchungsproben und nur
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bedingt bei flüssigen Proben effektiv ausgenutzt werden und auch die Adaptation an un-
terschiedliche Proben gestaltet sich unflexibel.
Hingegen erscheint die theoretische Betrachtung der Lichtübertragung mittels eines Monte-
Carlo-Modells, wie in der Arbeit von Chen et al. [50], zur Analyse der Sensitivität und
Leistungsfähigkeit eines fluoreszenz-basierten Sensors geeigneter. Dort werden einfache
optische Materialeigenschaften, physikalische Gesetzmäßigkeiten und ein Geometriefaktor
berücksichtigt, um den Anteil emittierter Photonen zu quantifizieren, die aufgrund opti-
scher Verluste nicht auf den Detektor auftreffen. Davon inspiriert, wurde in dieser Arbeit
ein ähnlicher Ansatz gewählt, der grundlegende Optik-Gesetze berücksichtigt, um einen
optimalen Arbeitsbereich (Winkel der Anregungsfaser) des zu entwickelnden miniaturisier-
ten Sensors zu bestimmen.
Die der Optimierung zugrunde liegende Berechnung erfolgte für den fluoreszierenden Mo-
dellanalyten Dansyl-L-Phenylalanin (Dansyl-L-Phe) mit einer Konzentration von 10−4 M
in Acetonitril (ACN). Der Messaufbau wurde hinsichtlich der Winkelstellung der Anre-
gungsfaser relativ zur Emissionsfaser theoretisch und empirisch optimiert.
7.2.2. Annahmen und Grundlagen für die Optimierung des optischen
Messaufbaus
Zur Optimierung des zugrunde liegenden Messaufbaus wurden Annahmen und Vereinfa-
chungen vorgenommen, um nur die wesentlichen Einflüsse zu untersuchen, die bei der Sen-
sitivitätssteigerung und Maximierung des SNR des Messaufbaus eine Rolle spielen. Dazu
wurden die folgenden optischen Gesetzmäßigkeiten berücksichtigt (die jeweils angegebenen
Winkel sind in Abbildung 7.6 dargestellt):
Das Brechungsgesetz mit
ni · sin(αi) = nt · sin(αt) (7.1)
n steht jeweils für den Brechungsindex, die Indices für die jeweiligen Materialien und α
beschreibt den Winkel, in dem das Licht gebrochen wird. Weiterhin wurden die Fresnel-
Gleichung für den Reflexionsgrad R für unpolarisiertes Licht in Abhängigkeit des Eintritts-
winkels und für nicht magnetische Materialien berücksichtigt:
R =
1
2
(R ‖ +R ⊥) (7.2)
R ‖= tan
2(αi − αt)
tan2(αi + αt)
(7.3)
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R ⊥= sin
2(αi − αt)
sin2(αi + αt)
(7.4)
Dabei wird parallel (R ‖) und senkrecht (R ⊥) polarisiertes Licht unterschiedlich stark re-
flektiert je nach Ein- und Austrittswinkel der jeweiligen optischen Medien an der unter-
suchten Grenzfläche. Die Numerische Apertur der Fasern, die den halben Öffnungswinkel
αNA der Faser definiert, mit dem Licht aufgenommen und abgegeben wird, ist gegeben
durch
NA = n · sin(αNA) (7.5)
Die Rayleigh-Streuung an ist auch an polierten Oberflächen ein nicht zu vernachlässigender
Effekt, da diese Rauigkeiten (Streuzentren) mit Durchmessern kleiner als die Wellenlänge
aufweisen.
I =
I0
r2
1 + cos2(θ)
2
(
2π
λ
)4(
n2 − 1
n2 + 2
)2(
d
2
)6
(7.6)
I ist die gestreute Intensität, die in Abhängigkeit von der unpolarisierten Ausgangsinten-
sität I0, dem Abstand zum Streuzentrum r und dem Winkel θ des gestreuten Lichts durch
eine streuende Kugel des Durchmessers d entsteht. Es wird die äußere Filterfläche betrach-
tet, an der in direkten Kontakt die Detektionsfaser aufgebracht ist, um die Größenordnung
der Streuintensität abschätzen zu können. Etwa ein Millionstel (1, 4 · 10−4%) Vorwärts-
Streustrahlung der Ausgangsintensität mit einer Wellenlänge von 351 nm gelangt auf die
Emissionsfaseroberfläche, wenn nur ein einziges streuendes Partikel mit einem Durchmes-
ser von 10 nm im Abstand von 10 nm zur Detektorfaser auftreten würde. Wird an die-
ser Stelle die Oberflächenrauigkeit des Filters mit einbezogen, wodurch viele Streuzentren
entstehen, steigt dieser Wert. Jedoch ist die Quantifizierung über die angegebene arithme-
tische Oberflächenrauigkeit (Ra) nicht möglich, da sich diese auf einen nicht eineindeutig
bestimmbaren Partikeldurchmesser und Abstand bezieht. Da der Durchmesser der Streu-
Abbildung 7.6.: Darstellung des optischen Strahlengangs mit den jeweiligen Winkeln und Materialien.
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Abbildung 7.7.: LED Intensitätsprofil (A) gemessen über den Querschnitt der Anregungsfaser als
Grauwerte über die Pixel einer Linie über der Querschnittsfläche und (B) Original-
aufnahme mittels CCD-Kamera.
zentren mit der 6. Potenz eingeht, ist eine genaue Bestimmung dessen essentiell für eine
Betrachtung mit geringem Fehler. Weiterhin müsste der jeweilige Winkel jedes einzelnen
Streustrahls berücksichtigt werden, um die Einkopplung in die Faser mit dem Öffnungs-
winkel αx beurteilen zu können.
Um dieses numerisch komplexe Problem zu lösen, kann Simulationssoftware eingesetzt wer-
den, welche z.B. auf vereinfachten Streumodellen an polierten Oberflächen (wie das Harvey-
Shacks-Modell der Software FRED von Photon Engineering, USA) basieren. Jedoch ist zu
berücksichtigen, dass die Streuung durch Winkeländerung bei sonst konstanten Bedingun-
gen theoretisch um maximal 50% reduziert wird (durch Winkeländerung von 0 ◦ zu 90 ◦).
Jedoch ist die Messung der Fluoreszenzemission im mikrofluidischen Chip aufgrund geo-
metrischer Restriktionen unter 90 ◦ nicht möglich. Da demzufolge für ein optimales Design
des Messaufbaus nur ein geringer sinnvoller Variationsbereich für den Winkel θ der An-
regungsfaser erwartet wird, wird die Rayleigh-Streuung als potentieller Einflussfaktor zur
Optimierung des Messsystems hier nicht tiefgründiger betrachtet.
Vernachlässigt werden konnte die Faser-Modengleichung (wave guide condition/ Selbstkon-
sistenzbedingung):
sin(αm) = m ·
λ
2d
(7.7)
Die Modengleichung besagt, dass nur sich konstruktiv überlagernde Wellen in der Licht-
wellenleitfaser weitergeleitet werden. αm wird konstruktiv weiter geleitet; m - ganzzah-
lige Vielfache der Mode, λ - Wellenlänge, d - Faserdurchmesser. Bei 351 nm und einem
Detektions-Faserdurchmesser d von 100 µm ergibt sich ein nahezu kontinuierlicher Winkel-
abstand von 0,1 ◦ für alle Moden m, die durch die Faser geführt werden. Da derart genaue
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Einstellungen des Faser-Winkels technisch schwer realisierbar sind, kann dieser Effekt für
die Optimierung vernachlässigt werden.
Weiterhin wird von einem örtlich homogenen Strahlprofil der LED ausgegangen, welches
durch die Anregungsfaser auf die Chipoberfläche gelangt. Dies wurde durch eine Messung
am Anregungs-Faserende belegt (Abbildung 7.7).
7.2.3. Ergebnisse der Optimierung
Der Messaufbau wurde mit dessen gegebenen Bestandteilen bezüglich des Winkels der An-
regungsfaser optimiert. Bei Einfallswinkeln zwischen 12 ◦ und 40 ◦ werden 21 - 22% des aus
der Anregungsfaser austretenden LED-Lichts durch die Chipmaterialien und den Analyten
(ohne Filter) im sichtbaren Bereich absorbiert bzw. reflektiert. Der größte Anteil dieses Ver-
lustes wird verursacht von der Durchlässigkeit von Borofloat 33 bei 351 nm (ca. 91%) und
Quarz (96%) sowie von Reflexionsverlusten beim jeweiligen Übergang von Luft zu Quarz
bzw. dem Übergang von Glas zu Luft (3,5 - 4,5%). Nur 1,2 - 1,4% der LED-Strahlung wird
dabei durch den 10−4 M konzentrierten Analyten Dansyl-L-Phe aufgrund dessen geringen
molaren Extinktionskoeffizienten (ε340nm = 4420 L·mol−1·cm−1) absorbiert.
Der maximale Einfallswinkel der Anregungsfaser bedingt durch die geometrische Umset-
zung des Messaufbau beträgt 42 ◦. Der theoretisch minimale Einfallswinkel, bei dem durch
Brechung in den einzelnen Materialien das LED-Anregungslicht so weggebrochen wird, dass
die Detektionsfaser nicht mehr beleuchtet wird, beträgt 17,6 ◦ (Abbildung A.7). Bei größe-
ren Winkeln wird die LED-Leistung am Detektor noch stärker minimiert, da auch hinein
streuende Anteile sich minimieren, aufgrund der Streukeule. Jedoch wird dabei gleichzeitig
die Fluoreszenzintensität minimiert, weil die beleuchtete Fläche (Anregungsspot) größer
wird und damit die Anregungsintensität, d.h. das Verhältnis aus Leistung pro Fläche, sinkt.
Unter Berücksichtigung der kleinen APD-Detektorfläche von 100 µm im Durchmesser ist es
zum Erreichen einer geringen Nachweisgrenze essentiell, eine minimale Beleuchtungsfläche
der Probe bei gleich bleibender Leistung zu realisieren.
Als weiterer interessanter Grenzwinkel der Anregungsfaser, bei dem theoretisch der Aus-
fallswinkel des oberen Randstrahls größer ist als der Grenzwinkel der Einkopplung der
Detektor-Faser beträgt 25,4 ◦ (entspricht dem doppelten Aperturwinkel von 12,7 ◦). Bei
einem größeren Winkel erfolgt keine Einkopplung des LED-Lichts in die Detektionsfaser,
wenn die Strahlen nicht durch Streuung ihren Winkel ändern.
Eine Optik-Simulation mit integrierten Streumodell, mit der die Lichtübertragung des
Messaufbaus mit 30 ◦-Winkel der Anregungsfaser simuliert wurde, diente der Quantifizie-
rung des Anteils an LED-Anregungslicht und Dansyl-L-Phe-Emissionslicht auf der Detek-
torfläche. Es ergab sich dabei eine Nachweisgrenze von 0,35 µM Dansyl-L-Phe, unter der
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Annahme, dass die am Detektor ankommende Lichtintensität der LED unabhängig von der
Konzentration des Analyten ist und die Emissionsintensität linear mit der Analytkonzen-
tration steigt (bis 10−4 M). Unter Berücksichtigung der Koppelverluste von 45% der De-
tektionsfaser zur APD ergibt sich eine Nachweisgrenze von 0,81 µM. Diese Ergebnisse be-
ruhen auf der Definition, dass der Mittelwert der Anregungsintensität summiert auf des-
sen dreimalige Standardabweichung die Nachweisgrenze ergibt. Das Rauschen des Detek-
tors spielte dabei keine Rolle, da die Signalhöhe deutlich darüber lag.
Bei der empirischen, winkelabhängigen Bestimmung der Nachweisgrenze ergab sich ein Op-
timum bei 25 - 27 ◦ aufgrund der Nichteinkopplung des LED-Lichts und eines somit großen
SNR bei nahezu gleicher Emissionsleistung. Die dabei empirisch ermittelte Nachweisgren-
ze lag bei 1,1 µM Dansyl-L-Phe. Bei gleichen Bedingungen (ohne Austausch der optischen
Komponenten) würde das im Falle von Fluorescein in alkalischer Lösung (ausschließlich un-
ter Berücksichtigung der Quantenausbeute und des Extinktionskoeffizienten von Φ = 0, 93
und ε(490 nm) = 76900 M−1 cm−1) [123] einer Nachweisgrenze von 10−8 M Fluorescein
entsprechen.
Mit der optimierten Geometrie ist die Sensitivität des Nachweises, d.h. der Anstieg des
Messsignals je relative Änderung der Lichtintensität, für die verwendete LED und den Ana-
lyten Dansyl-L-Phe maximal, da selbst bei hohen Analytkonzentrationen 10−4 M der li-
neare Bereich der APD nicht verlassen wird.
Die Reproduzierbarkeitsanalyse für Messungen mit dem hier vorgestellten Aufbau ergab
geringe Abweichungen bei der Wiederholbarkeit der Positionierstellungen mit Linearein-
heiten von ca. 4%. Außerdem kann sehr gleichmäßig und reproduzierbar der Winkel (mit
bis zu 0,5 ◦ Genauigkeit) der LED-Faser und deren Position in x- und y-Richtung (mit bis
zu 0,1 mm Genauigkeit) verstellt werden, wie in Abbildung A.8 und A.9 erkennbar ist.
7.3. Integration molekular geprägter Polymere in das
faser-optische Nachweissystem
In dem miniaturisierten, faser-optischen Aufbau wurden MIPs in Form oberflächen-
gebundener Nanofilamente (Abbildung 7.8 (A)) als bioinspirierte Erkennungselemente zum
Nachweis biologisch relevanter Moleküle integriert. Mit Hilfe der Oberflächenmodifikation
der MIPs werden die Bindungsstellen ausschließlich an der Oberfläche platziert, die Ober-
fläche vergrößert und die Anzahl und Zugänglichkeit der Bindungsstellen für den Analyten
erhöht [36, 115]. Dabei wird sowohl eine Strukturierung in Form von Filamenten im Na-
nometerbereich vorgenommen, als auch eine makroskopische Struktur durch die Anbrin-
gung spotförmiger MIPs (Abbildung 7.8 (B)) auf der Oberfläche realisiert. Mit photolitho-
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graphischen Verfahren, welche die Generierung von Spots ermöglichen, wird die Grundla-
ge geschaffen, potentiell verschiedene MIPs, die gegen unterschiedliche Analyten gerichtet
sind, auf einer einzigen Sensoroberfläche zu platzieren und damit MIP-Arrays zu erzeu-
gen [26, 145]. Demzufolge könnten mehrere Rezeptoren gleichzeitig auf deren Bindungssi-
gnal mit einem optischen Nachweissystem durch Multiplexen untersucht werden (Abbil-
dung 7.8 (C)).
Als Modellrezeptoren dienten nanofilamentöse und spotförmig strukturierte MIPs, die spe-
zifisch die fluoreszenzmarkierte Aminosäure Dansyl-L-Phenylalanin erkennen. Der Fluores-
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Abbildung 7.8.: Nanofilament MIPs (A) auf einer Chipoberfläche (B) und als Teil eines mikrofluidi-
schen Chips mit faser-optischer Detektion (C).
Abbildung 7.9.: Bindungsgraph der nanofilamentösen Polymere in Acetonitril im faser-optischen Sen-
sor mit mikrofluidischer Probenzuführung. MIPs - molekular geprägtes Polymer, NIP
- (non-imprinted) Referenzpolymer.
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zenznachweis des Analyten im miniaturisierten Messaufbau ist in Abbildung 7.9 illustriert.
Es ist eine gute Spezifität (MIP/ NIP-Verhältnis) von 4,0 bei 20 µM gegeben und es kann
ein Nachweis von << 1 µM Dansyl-L-Phe erfolgen.
Zusammenfassung
Es wurde ein faser-optischer, mikrofluidischer Sensor aufgebaut und optimiert, welcher
eine experimentell ermittelte Nachweisgrenze von 1,1 µM Dansyl-L-Phe in Acetonitril
aufweist. Dank der Modularität ist der Messaufbau an eine Vielzahl von Analyten zur
Untersuchung von Analyseflüssigkeiten zur
”
point-of-care“ Diagnostik adaptierbar. In Folge
der detaillierten optischen Analyse der Einflussfaktoren ist es möglich, Vorhersagen über
Nachweisgrenzen anderer Fluorophore mit anderen Anregungs- und Emissionseigenschaften
zu treffen. Dazu müssen die Berechnungen bzgl. LED Emission, des Emissionsfilters,
dem Fluorophor (Extinktion und Quantenausbeute), des Lösungsmittels (Brechungsindex)
sowie der wellenlängenabhängigen Detektorempfindlichkeit für die Anregung und Detektion
angepasst werden. Die Integration nanofilamentöser MIPs in diesen Sensor stellt eine
elegante Möglichkeit dar, wie molekular geprägte Rezeptormaterialien strukturiert werden
können, um relevante Analyten schnell, sensitiv und dank mikrofluidischer Probezuführung
automatisiert zu untersuchen.
8. Fluoreszenzmarkierte MIP-Partikel
zum Imaging auf Zelloberflächen
Das Prinzip der Immunfärbung von Zellen und Geweben mit markierten Antikörpern
kommt in zahlreichen Anwendungen routinemäßig zum Tragen, insbesondere in der kli-
nischen Diagnostik, z.B. zur Bestimmung der entarteten Ursprungsgewebeart in Tumoren,
deren Differenzierungs- und Proliferationsgrad sowie dem Vorhandensein bestimmter krebs-
spezifischer Rezeptoren und anderer Krebsmarker. Aber auch die Lokalisation und qualita-
tive Bestimmung molekularer Targets in Zellen kann von Interesse sein, um beispielsweise
Aussagen über deren Funktion und Interaktion mit anderen Molekülen abzuleiten.
Die Entwicklung von MIPs, die als Antikörperersatz einsetzbar sind, wird seit vielen Jah-
ren angestrebt und bis heute unterschiedlich erfolgreich umgesetzt [4, 6]. Molekular ge-
prägte Polymere sollen hier erstmalig zum Zweck der
”
Immunfärbung“ von
Zellen eingesetzt werden, um damit Zielmoleküle zu lokalisieren. Insbesondere
für den Nachweis von Glycokonjugaten und Glycosilierungen könnte der Einsatz von MIPs
als Antikörperersatz zur Immunfärbung interessant sein, da es hier kaum verfügbare An-
tikörper gibt (Vgl. Kapitel 2.1.4). Dass MIPs noch nicht für diese Zwecke genutzt wurden,
liegt offenbar darin begründet, dass gegen Bio-Zielmoleküle nur selten erfolgreich moleku-
lar geprägte Polymere synthetisiert werden konnten, weil die dafür notwendigen Synthese-
Zutaten häufig nicht oder nur schwer wasserlöslich sind. Wenn dies doch gelingt, sind in
rein wässriger Lösung die unspezifischen Bindungen viel höher im Vergleich zu organischen
Lösungsmitteln. Denn die Ausbildung nicht-kovalenter Wechselwirkungen, auf denen die
MIP-Analyt-Bindung in den meisten Fällen beruht, wird in Wasser (als polares und proti-
sches Lösungsmittel) behindert, da Wasser mit dem Analyten um die Bindung an die funk-
tionellen Monomere konkurriert.
Des Weiteren erschweren geringe Konzentrationen des Zielmoleküls an der Zelle den Nach-
weis mit geprägten Polymeren, welche zusätzlich zu den Erkennungsstellen eine Markie-
rung über Fluoreszenzfarbstoffe, chromogene Substanzen oder Enzyme benötigen. Sofern
das Target innerhalb der Zelle lokalisiert ist, sind weitere Barrieren zu überwinden, wie die
Zellmembran durch Zellpermeabilisierung und Minimierung der Größe des Polymers, was
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mit der Reduzierung des (fluoreszenten) Nachweissignals einher gehen kann. Ein Target
auf der Zelloberfläche ist leichter zugänglich und die Permeabilisierung der Zellen mit De-
tergenzien, die wiederum die MIP-Bindung drastisch beeinflussen können, wird nicht not-
wendig. Darüber hinaus reduziert die komplexe Matrix, die in Zellkulturmedien herrscht,
die MIP-Bindungseigenschaften. Daher wird auch bei der Antikörper-Immunfärbung eine
Fixierung der Zellen vorgenommen, d.h. die Proteine werden i.d.R. mit Aldehyden denatu-
riert, wodurch die Zelle abstirbt jedoch ihre Form und Stabilität sowie die Anbindung an
die Oberfläche beibehält. Dadurch kann auf die Verwendung komplexer Medien verzichtet
werden und sogar enzymatische Behandlungen durchgeführt werden, die an lebenden Zel-
len den Zelltod einleiten würden, was mit unerwünschten morphologischen und physiologi-
schen Veränderungen der Zelle einhergeht.
Die ortsaufgelöste Detektion physiologisch relevanter Biomoleküle, insbesondere Glycosi-
lierungen, könnte mit Hilfe fluoreszenzmarkierter, molekular geprägter Polymere realisiert
werden. Das mittels DoE optimierte MIP gegen Glucuronsäure stand hier als Modellsy-
stem zur Verfügung, um einen Prinzipbeweis durchzuführen, dass MIPs potentiell als spezi-
fisches Immunfärbe-Rezeptormaterial verwendet werden können. Da Glucuronsäure in ho-
her Konzentration in Form von Hyaluronsäure (Vgl. Kapitel 2.2) auf der Oberfläche von
Keratinozyten zu finden und damit leicht zugänglich ist, diente die humane Keratinozy-
tenzelllinie HaCaT als Probematerial zur Immunfärbung. Es fand dabei der sogenannte
Epitop-Ansatz Anwendung [117, 118], d.h. es wurde ein kleines Imprint-Molekül (Glucu-
ronsäure) für eine hohe Spezifität des MIPs verwendet, um ein höher molekulare Target
(Hyaluronsäure) nachzuweisen.
8.1. Anforderungen an das MIP-Rezeptormaterial
Um molekular geprägte Polymere als Antikörperersatz zum Immunfärben verwenden zu
können, sind folgende Anforderungen an das MIP zu stellen:
• spezifische Bindung des MIPs an das Targetmolekül mit hoher Selektivität im
Zellkulturmilieu
• geringe Wechselwirkung des MIPs mit Matrixkomponenten und an Objektträger-
oberfläche
• stabile Fluoreszenzmarkierung des MIPs (d.h. geringes Photobleichen), welche die
MIP-Bindungseigenschaften nicht vermindert, möglichst unbeeinflusst von wech-
selnden Umgebungsbedingungen ist und mit konventionellen Fluoreszenzmikroskop-
Filtern mit hohem SNR nachweisbar ist
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• Größe des MIPs nicht größer als ≈ 1000 nm im Durchmesser, um hohe lokale
Ortsauflösung zu realisieren; aber nicht zu klein, da sonst Fluoreszenzsignal zu gering
ist bzw. optische Auflösungsgrenze erreicht ist
• physikochemische Stabilität des MIPs und keine Aggregatbildung in Zellkulturmilieu
• Biokompatibilität bzw. geringe Zytotoxizität des MIPs, sofern für Anwendung an
lebenden Zellen vorgesehen
Die Einbringung der Fluoreszenzmarkierung in das Polymer kann, wie in Kapitel 2.1.5 dar-
gestellt, über die Zugabe eines fluoreszenten Monomers im Präpolymerisationsmix vorge-
nommen werden. In diesem Fall ergibt sich eine zufällige Verteilung der Fluorophore im
Polymer. Dabei sollte möglichst kein Marker eingesetzt werden, der sich mit dem DNA-
Farbstoff DAPI spektral überlappt, da diese Färbung bei der Immunlokalisation häufig als
einfache Kontrollfärbung des Zellkerns mitgeführt wird.
Bei der Wahl des Zellkulturmilieus müssen unter Umständen Kompromisse eingegangen
werden, um die Aggregatbildung der MIPs zu reduzieren jedoch gleichzeitig die spezifi-
sche Analytbindung zu ermöglichen. Da generell, wie oben erwähnt, aus Gründen der ein-
facheren Handhabbarkeit mit fixierten Zellen gearbeitet wird, liefern die Zellen keine Ein-
schränkungen bzgl. ihres Umgebungsmilieus.
8.2. Eigenschaften des MIP-Rezeptormaterials
Es wurden die mittels DoE optimierten molekular geprägten Polymere (Vgl. Kapitel
4), die Glucuronsäure binden, als potentieller Antikörperersatz zum Immunfärben auf
die oben genannten Anforderungen angepasst. Die spezifische Bindung des Analyten als
wichtige Grundvoraussetzung war damit gegeben, wie im Bindungsgraphen in Wasser und
Methanol:Wasser 9:1 ersichtlich ist (Abbildung A.3 und A.1).
Fluoreszenzmarkierung und Größe der Polymere zum optischen Nachweis
Zur Realisierung des fluoreszenzbasierten Nachweises wurden die MIPs unterschiedlich
stark mit einem vernetzbaren Fluoreszenzfarbstoff markiert. Um das Maximum an Fluo-
reszenzintensität zu ermitteln, wurden unterschiedliche Verhältnisse an molaren Äquiva-
lenten des kovalent eingebrachten Fluorophors (hier: Fluoresceinmethacrylat) zum Tem-
platemolekül im Präpolymerisationsmix eingesetzt. Es wurden 0,001; 0,01; 0,05 sowie
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Abbildung 8.1.: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des MIPs gelabelt mit 0,1 Äquivalenten
Fluoresceinmethacrylat (40 000-fache Vergrößerung, 172 pixels/µm). Mit freundlicher
Genehmigung von Nataliya Marchyk.
0,1 molare Äquivalente (eq) Fluoresceinmethacrylat zu 1 eq Template untersucht. Es
konnte festgestellt werden, dass die Fluoreszenzintensität bei einem Fluorophoranteil von
0,05 eq am höchsten ist. Damit tritt offenbar Reabsorption und Förster-Energietransfer der
Fluorescein-Moleküle untereinander bei einem zu hohen Anteil an Fluorophor von 0,1 eq
zum Template auf. Das konnte anhand eines leichten langwelligen spektralen Shifts (von
518 zu 520 nm im Fluoreszenzmaximum) und der Reduktion an Fluoreszenzemission trotz
Erhöhung des Fluorophoranteils von 0,05 zu 0,1 eq Fluoresceinmethacrylat abgelesen wer-
den.
Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen der getrockneten Polymere mit ver-
schiedenen Anteilen an Marker zeigen, dass sich diese morphologisch nicht unterscheiden,
d.h. der Marker hat keinen Einfluss auf die Morphologie. Das Polymer mit 0,1 eq Fluoro-
phor ist repräsentativ in Abbildung 8.1 dargestellt. Es ist ersichtlich, dass ca. 100 nm große
Einzelpartikel mit homogener Größenverteilung Aggregate aus einer Vielzahl an Partikeln
bilden. Ob der gleiche Effekt in methanolischer Lösung auftritt, wurde mittels dynamischer
Lichtstreuung (DLS) untersucht. Die dabei gemessenen Durchmesser der Polymerpartikel
liegen zwischen 500 und 800 nm und auch nach 6 Tagen verändert sich diese Größe nicht
signifikant, sodass offenbar keine Aggregation in Methanol stattfindet. Ein direkter Zusam-
menhang zwischen REM und DLS kann nicht hergestellt werden, da die Polymere in Me-
thanol quellen.
Der Fluoreszenzdurchmesser, der mittels Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden kann,
liegt für das Polymer mit 0,05 eq Anteil an Fluorophor zwischen 0,5 und 2 µm. Die Größe
der Polymerpartikel ist damit in einem optimalen Bereich, um eine gute Ortsauflösung des
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Analyten durch das MIP zu realisieren und gleichzeitig über der örtlichen Auflösungsgren-
ze des Mikroskops zu liegen.
Es wird davon ausgegangen, dass die generellen Eigenschaften des Polymers nur ge-
ringfügig durch die Zugabe an Fluorophor beeinflusst werden, da die Fluorophorkonzen-
tration im Verhältnis zu den anderen Zutaten extrem gering ist und die Polymergröße und
-morphologie davon unbeeinflusst sind.
Der wellenlängenabhängige Effekt des Photobleichens wurde für MIPs mit den kovalent ein-
gebrachten Fluorophoren Fluorescein, Oregon Green und Rhodamin B mittels fluoreszenz-
mikroskopischer Untersuchungen gegenübergestellt. Fluorescein und Oregon Green können
direkt verglichen werden, da deren Anregungs- und Detektionsbedingungen identisch sind.
Hingegen kann Rhodamin nur gesondert untersucht werden, da die verwendete Lampe in
dessen Anregungsbereich eine etwa 40-fach höhere Intensität aufweist. Es wurde festge-
stellt, dass Oregon Green gegenüber Fluorescein eine gut 3-fach höhere Photostabilität auf-
weist (Halbwertzeit Fluorescein 24 +/- 5 sec, Oregon Green: 85 +/- 10 sec unter den ge-
gebenen Messbedingungen). Rhodamin B weist trotz der wesentlich höheren Anregungsin-
tensität eine Halbwertszeit von mehreren Stunden auf, was mit der geringeren Anregungs-
energie zu begründen ist. Da die Aufnahme von Fluoreszenzbildern mittels Fluoreszenzmi-
kroskop in der Regel etwa 10 sec. dauert (incl. Suche nach entsprechender Stelle, Einstellen
der Filter und Bedienung der Software), ist kein Fehler bzgl. des Photobleichens bei Rho-
damin B zu erwarten. Wohingegen der Fehler durch Photodegradation des Farbstoffes bei
Oregon Green bei 11% und bei Fluorescein bei 34% liegt.
Aggregationsverhalten und Bindungseigenschaften der Polymere
Das Aggregationsverhalten der MIP-Partikel wurde in verschiedenen Umgebungsbedingun-
gen, die jeweils die Bindungseigenschaften und die Stabilität der Polymersuspension poten-
tiell verbessern können, untersucht. Generell wird BSA zur Stabilisierung von Suspensio-
nen oder für Proteine, aber auch zur Deaggregation von Nanopartikeln eingesetzt, jedoch
können damit bei zu hohen Konzentrationen die Bindungsstellen blockiert werden [146].
Wohingegen Salze in wässriger Lösung zur Verbesserung der MIP-Bindungseigenschaften
[147–149] beitragen können. Unter Zugabe von je 0,3% NaCl sowie in 1% - 5% PBS wurde
ein hohes Aggregationsvermögen festgestellt, d.h. die fluoreszierenden Partikel waren im
Durchmesser mindestens 3 mal größer als ohne Zugabe dieser Substanzen (Vgl. Abbildung
8.2). Bei 0,003% - 0,03% NaCl sowie bei BSA-Konzentrationen unter 0,5% war die Agglo-
meration geringfügig.
Die Bindungseigenschaften ändern sich außerdem in Abhängigkeit des verwendeten
Lösungsmittels (Vgl. Abbildung A.2 unter Verwendung verschiedener Fraktionen an Me-
thanol in Wasser). Es wurden in reinem Wasser die besten Bindungseigenschaften der MIPs
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Abbildung 8.2.: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von MIPs in verschiedenen Anteilen an Me-
thanol bzw. Natriumchlorid in Wasser. Alle Aufnahmen erfolgten mit 400-facher Ver-
größerung.
festgestellt, doch war generell der Lösungsmitteleinfluss moderat. Da zusätzlich das Aggre-
gationsverhalten der Partikel in beiden Lösungsmitteln (Wasser/ Methanol) variieren kann,
wurde deren Einfluss untersucht. Mit steigendem Methanolanteil sind die Partikel feiner
suspendiert, da in Wasser offenbar die Aggregatbildung begünstigt wird (Abbildung 8.2).
Das unterschiedliche Aggregationsverhalten in Wasser und Methanol kann mit der Ober-
flächenladung der MIPs begründet werden (Abbildung 8.3). Die molekular geprägten Po-
lymere weisen nach außen eine hydrophobe Oberfläche auf. In den Bindungstaschen sind
die Verhältnisse hingegen hydrophil, denn die Bindung der Glucuronsäure an das Polymer
basiert auf elektrostatischen Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen. Diese
ist vorrangig auf die Interaktion der Amidiniumgruppen des AAB-Monomers und der Car-
boxylgruppe der Glucuronsäure zurückzuführen.
In reinem Wasser neigen die MIP-Partikel dazu, sich gegenseitig stärker anzuziehen, als im
methanolischen Milieu. In Wasser werden die hydrophoben Wechselwirkungen der Partikel
untereinander begünstigt, da die anziehenden hydrophoben Oberflächenkräfte größer sind
als die Affinität der MIPs zu Wasser. Hingegen wirkt sich die hydrophobe Methylgruppe
des Methanols stabilisierend auf die MIP-Suspension aus.
Auf diesem hydrophoben Wechselwirkungen basiert offenbar auch die unspezifische An-
lagerung der MIPs in methanolischer Lösung an Glasoberflächen, wie Objektträger oder
Deckgläschen. Die Methanol-Moleküle lagern ihre hydrophilen OH-Gruppen an der Glaso-
berfläche an, wohingegen die CH3-Gruppen weg von dieser Oberfläche gerichtet sind (Ab-
bildung 8.3). Mit dieser Gruppe können die Polymere über hydrophobe Wechselwirkung
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Abbildung 8.3.: Schematische Darstellung der Interaktion von molekular geprägten Polymeren mit
Wasser bzw. Methanol und einer Glasoberfläche. (A) In Wasser erfolgt die Wechsel-
wirkung der Polymer untereinander, wohingegen keine Anziehung an die Glasober-
fläche stattfindet. (B) In Methanol ist die Wechselwirkung der Polymer untereinander
reduziert gegenüber Wasser, jedoch ist die Anziehung an die Glasoberfläche erhöht.
interagieren, sodass sie sich an der Glasoberfläche anlagern und anreichern. Diese unspe-
zifische Bindung der MIPs an Glasoberflächen wird in Wasser nicht beobachtet, da dieses
keine hydrophoben Gruppen aufweist.
Auf Grundlage dieser Zusammenhänge wird in wässriger Lösung mit methanolischen Anteil
ein Kompromiss zwischen unspezifischer Bindung und Aggregation der MIPs angestrebt.
8.3. Übertragung des Antikörperbindeprotokolls zur
Immunfärbung auf molekular geprägte Polymere
Es wurden Methoden entwickelt, die auf die Anwendung von MIPs zur fluoreszenzmikro-
skopischen Lokalisation und qualitativen Bestimmung von Glucuronsäure auf Zellen ab-
zielen. Der Goldstandard für die sogenannte Immunfärbung ist die Verwendung von An-
tikörpern, an dem sich das Applikationsprotokoll orientiert. Dieses wurde auf MIPs ange-
passt und modifiziert. Eine Übersicht der zu optimierenden Schritte sowie der dafür bereits
in der Biologie und Medizin etablierten Substanzen ist in Abbildung 8.4 dargestellt.
Fixierung der Zellen
Als erster Schritt im Protokoll erfolgt üblicherweise die Aldehyd-basierte Fixierung der Zel-
len, die der Immobilisierung und Stabilisierung der Zellen dient. Dabei werden Proteine de-
naturiert und die Zellen sterben ab. Um die Beeinflussung des Fixiermittels auf die Zugäng-
lichkeit der Hyaluronsäure auf den Zelloberflächen zu prüfen, wurden Paraformaldehyd
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Abbildung 8.4.: Übersicht der zu optimierenden Schritte im Imaging auf Zelloberflächen mit molekular
geprägten Polymeren.
(PFA) und Glutaraldehyd gegenübergestellt. PFA bildet lange Polymerketten, Glutaralde-
hyd ist hingegen ein verhältnismäßig kleines Molekül. Jedoch hat Glutaraldehyd eine hohe
Eigenfluoreszenz, sodass es für den Einsatz in der Fluoreszenzmikroskopie nicht geeignet
ist und daher PFA eingesetzt wird.
Abblocken der Fixierung der Zellen
Das Abblocken der Fixierung mit PFA durch Glycin, Ethanolamin und BSA wurde bzgl.
der möglichen Reduktion unspezifischer Bindungen der geprägten Polymere untersucht.
BSA wirkt aggregierend auf MIPs, auch wenn es nicht der MIP-Suspension zugegeben
wird, sondern ausschließlich zum Abblocken der Fixierung auf den Zellen vorliegt. Zwischen
Ethanolamin und Glycin konnte sowohl für das Rhodamin B-, als auch das Fluorescein-
markierte MIP kein signifikanter Unterschied festgestellt werden bzgl. der Signalintensität
und -varianz. Da Glycin jedoch für biologische Anwendungen besser etabliert und im
Gegensatz zu Ethanolamin ungiftig ist, wurde dessen Anwendung weiterverfolgt.
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Kontrolle der Hyaluronsäurekonzentration auf HaCaT-Zellen und MIP-Inkubation
Zur Kontrolle der Spezifität bzw. Selektivität der MIP-Bindung an Zelloberflächen erfolg-
te der Einsatz von Enzymen. Dazu wurde Hyaluronidase als Negativkontrolle eingesetzt,
da diese Hyaluronsäure so schneidet, dass terminal N-Acetylglucosamin an der Zelle ge-
bunden bleibt (Vgl. [78] und Kapitel 2.2.3). Die Hyaluronidase-Behandlung von fixierten
HaCaT-Zellen wurde gekoppelt mit der Anwendung verschiedener Lösungsmittel für die
im Anschluss folgende MIP-Inkubation, um gleichzeitig den Einfluss des Lösungsmittels
auf das Signal zu bestimmen (Abbildung 8.5). Das Signalverhältnis zwischen Normalprobe
und Hyaluronidase-behandelter Probe liegt im Bereich von 1,5 und 2,9 über alle Lösungs-
mittel hinweg. Aufgrund der hohen Signalschwankungen je Probe kann von einem durch-
schnittlichen Signal-Wert von 2 ausgegangen werden mit einem potentiellen Optimum bei
5% Methanolanteil in Wasser (Signalunterschied = 2,9). Es ist ersichtlich, dass mit stei-
gender Methanol-Konzentration die Signalvarianz je Probe geringer wird, da offenbar die
Aggregatbildung der Polymere untereinander abnimmt. Außerdem ist die Varianz des Si-
gnals bei den Hyaluronidase-behandelten Zellproben geringer als bei den unbehandelten
Proben, da hier die Konzentration an Hyaluronsäure geringer ist. Somit bindet an diese
Proben weniger geprägtes Polymer und damit ist deren Aggregatbildung vermindert, wel-
che u.a. die Signalschwankung erhöht.
Die Zugabe von 0,05% BSA wirkt sich offenbar ebenfalls förderlich auf die Aggregatbil-
dung der MIPs aus - wie bereits ohne Zellen beobachtet wurde. Denn das Signal steigt und
dessen Varianz ist erhöht durch die BSA-Zugabe. Prinzipiell erscheinen geringe Methanol-
konzentrationen von ca. 3,4 - 5% als ein guter Kompromiss aus geringer Aggregatbildung
sowie guter Bindungseigenschaften des MIPs an das Zielmolekül. Außerdem erwies sich die
Verwendung von Hyaluronidase als kostengünstige, einfache und geeignete Kontrolle bzgl.
des Einflusses auf das Signal.
Waschschritte zur Reduzierung der unspezifischen Bindungen
Für die Waschlösungen, die nach erfolgter MIP-Inkubation Einsatz finden, gilt bzgl.
der Aggregation der Polymere das gleiche wie für die Lösungen, die während der MIP-
Inkubation eingesetzt wurden. Generell wurde immer das gleiche Lösungsmittel verwendet,
wie während der MIP-Inkubation. Jedoch kann die Verwendung von Salzen die Spezifität
der Bindung der Polymere an den Analyten erhöhen. Im Fall von NaCl bei Konzentrationen
größer als 0,03% hat die Verwendung von Salzen zur Erhöhung der MIP-Aggregation
beigetragen und in Anwesenheit geringerer NaCl-Konzentrationen konnte keine signifikante
Erhöhung der Spezifität der MIP-Analyt-Bindung festgestellt werden. Jedoch könnte der
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Abbildung 8.5.: Relative Fluoreszenzintensitäten der Fluoreszenzmikroskopiebilder von fixierten Zell-
proben (Normalprobe gegenüber der Negativkontrolle Hyaluronidase) in Wasser unter
Zugabe verschiedener Anteile an Methanol und BSA während der MIP-Inkubation.
Einsatz amphiphiler Salze (wie Betain) einen geeigneten Kompromiss darstellen, um
die geprägten Polymere stabil in Lösung zu halten und dennoch eine Verbesserung der
Bindungseigenschaften zu erzielen.
8.4. Lokalisation der fluoreszenzmarkierten MIPs auf
HaCaT-Zellen
8.4.1. Lokalisation der MIPs auf HaCaT-Zellen
Die genauere Lokalisation der molekular geprägten Polymere in und auf HaCaT-Zellen
sollte aufklären, wie gut die spezifische Bindung an den Analyten Glucuronsäure ist bzw.
ob ein Größenausschluss durch die Zellmembran realisiert wird. Die Lokalisation in x-y-
Richtung erfolgte mit Epi-Fluoreszenz gekoppelt mit Phasenkontrastmikroskopie (Abbil-
dung 8.6). Dort ergeben sich auf einem konfluenten Zellrasen Bereiche mit Anhäufungen
von MIPs und Regionen, in denen keine oder nur wenige Polymere gebunden haben. Die
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Verteilung der MIPs in z-Richtung wurde mittels Konfokalmikroskopie untersucht (Abbil-
dung 8.7). Dazu wurde die Zellmembran der HaCaT-Zellen mit dem grün fluoreszierenden
Farbstoff DiO gefärbt, um die Position der Polymere um oder in den Zellen bestimmen zu
können. Anhand der repräsentativen Schicht-Aufnahmen an drei verschiedenen Höhen in
der Zelle wird deutlich, dass die MIPs ausschließlich auf der Zelloberfläche zu finden sind,
wohingegen in der Zelle keine MIPs nachgewiesen werden konnten.
Da die Zellen nicht permeabilisiert vorlagen und die MIPs offenbar zu groß sind, um die
Zellmembran zu passieren, kann eine kontrollierte Bindung der MIPs ausschließlich auf der
Zelloberfläche und damit mit erhöhter Spezifität realisiert werden.
Phasenkontrast            Fluoreszenz       Fluoreszenz und     
                   Phasenkontrast     
   
0x Vergrößerung 5% M thanol vom 11.07.12 
40x Vergrößerung 10% Methanol vom 11.07.12 
Abbildung 8.6.: Phasenkontrast- und Fluoreszenz-Mikroskopaufnahmen von fixierten Zellproben in
Wasser mit 5% Methanol nach der Inkubation mit Rhodamin B-markierten MIPs, die
Glucuronsäure binden. Aufnahmen mit 400-facher Vergrößerung.
Abbildung 8.7.: Lokalisation der molekular geprägten Polymere auf HaCaT-Zelloberflächen. (A) Kon-
fokalmikroskopische Aufnahmen von fixierten HaCaT-Zellen mit MIPs auf deren Zel-
loberfläche. Die MIPs waren Rhodamin-B-markiert und die Zellmembran der HaCaT-
Zellen war DiO-markiert, Aufnahme mit 630-facher Vergrößerung. (B) Schematische
Darstellung der Bindung der MIPs an Hyaluronsäure auf der Zelloberfläche von Ke-
ratinozyten in analoger örtlicher Orientierung wie (A).
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8.4.2. Lokalisation der Hyaluronsäure auf HaCaT-Zellen
Als Referenzmethode zur Bestimmung der örtlichen Verteilung der Hyaluronsäure auf
HaCaT-Zellen diente ein Hyaluronsäure bindendes Protein (HABP), welches unter den vor-
her beschriebenen etablierten Bedingungen auf fixierten HaCaT-Zellen Anwendung fand
(Abbildung 8.8). Das biotinylierte HABP wurde mittels Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
Streptavidin fluoreszenzmarkiert und somit unter vergleichbaren Bedingungen, wie die
MIPs auf HaCaT-Zellen angewandt und mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert. Der
blau emittierende Farbstoff DAPI diente der Lokalisation des Zellkerns. In den Zellen oh-
ne enzymatische Behandlung (
”
Normalprobe“) ist erkennbar, dass es auf dem konfluenten
Zellrasen Bereiche mit unterschiedlich starker Verteilung an Hyaluronsäure gibt. Diese Be-
obachtung deckt sich mit der inhomogenen Verteilung von MIPs an identisch vorbereite-
ten Zellproben (Vgl. Abbildung 8.6) sowie mit Literaturangaben [150,151].
Die HABP-Referenzmethode diente gleichzeitig der Kontrolle des Enzyms Hyaluronidase
und der zu erwartenden Signaländerung aufgrund der Enzymbehandlung. In der fluores-
zenzmikroskopischen Aufnahme in Abbildung 8.8 ist erkennbar, dass sich die örtliche Ver-
teilung des gefärbten HABP der Hyaluronidase behandelten Probe gegenüber der Normal-
probe verändert und dass der Farbstoff sich im Zellkern anreichert (Vgl. Abbildung A.10).
Diese Anreicherung des FITC-Streptavidin-Komplexes basiert offenbar darauf, dass er im
Vergleich zur Normalprobe an eine geringere Konzentration von an der Zelloberfläche ge-
bundenem HABP binden kann und somit im Überschuss ungebunden in der Umgebung
Abbildung 8.8.: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis des FITC-markierten Hyaluronsäure bindenden
Proteins (HABP) auf fixierten HaCaT-Zellen. Der Kernfarbstoff DAPI und Hyaluro-
nidase dienten als Kontrolle; Aufnahmen erfolgten mit 400-facher Vergrößerung.
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vorliegt. Dieser ungebundene Teil kann somit unspezifisch an den Zellkern binden.
Bei der Einstellung des Fokuspunktes der Proben wurde deutlich, dass der Fokus der Hyalu-
ronidase behandelten Proben tiefer (d.h. näher an der Zelloberfläche) liegt als der der un-
behandelten Proben. Gleichzeitig ergab die quantitative Auswertung der Proben einen Si-
gnalunterschied von 2,1 zwischen Hyaluronidase und unbehandelten Zellen. Dieser Wert
müsste in Anbetracht der unspezifischen Bindungen an den Zellkern in Abwesenheit dieses
Effektes theoretisch etwas höher liegen. Dennoch ist er ähnlich dem Wert von 2,4, der mit
MIPs unter vergleichbaren Bedingungen erzielt wurde (Vgl. Abbildung 8.5 mit 3,4% Me-
thanol).
8.5. Lebendzell-Imaging mit MIPs
Der Einsatz der geprägten Polymere zur Lokalisation der Hyaluronsäure in der Lebend-
zellkultur wurde geprüft. Die Polymere sind im Zellkulturmedium DMEM trotz der hohen
Salzkonzentration - offenbar aufgrund des hohen Proteinanteils, der stabilisierend wirkt -
nicht sichtbar aggregiert und die Hyaluronidase-Enzymaktivität ist in einem für Zellen phy-
siologischen Puffer (PBS) hoch. In Abbildung 8.9 sind nicht fixierte, vitale HaCaT-Zellen
zu sehen, die mit MIPs in DMEM inkubiert worden. Als Negativkontrolle diente Hyaluro-
nidase.
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• No aggregation of MIPs in complex cell culture media (DMEM) with FBS!!! 
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Abbildung 8.9.: Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen vitaler HaCaT-Zellen mit
Rhodamin B-markierten MIPs, die Glucuronsäure auf deren Zelloberfläche binden.
Aufnahmen mit 200-facher Vergrößerung.
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Es zeigt sich eine scheinbar gute Spezifität gegenüber der Glasoberfläche des Deckgläschens,
auf dem die Zellen kultiviert worden, da die MIPs überwiegend auf den Zellen zu finden
sind. Allerdings sind auf den mit Hyaluronidase behandelten Zellen mehr MIPs vorhan-
den als auf den unbehandelten Zellen. Außerdem sind diese enzymatisch behandelten Zel-
len granuliert, was ein Zeichen für den Zellstress aufgrund der Inkubation in PBS ist. Ge-
nerell ist auf diesen Zellen eine Art Schleier zu sehen, der offenbar proteinogener Natur ist
und damit vom Enzym stammen sollte. Die Normalprobe der Zellen sieht hingegen sehr vi-
tal und nicht granuliert aus. Damit ist die Zytotoxizität der MIPs ist offenbar gering, wie
ebenfalls mit einem MTT-Test mit 6-stündiger MIP-Inkubation verifiziert werden konnte
(Daten nicht dargestellt). Ein Imaging von lebendigen Zellen erscheint damit zwar prinzi-
piell möglich, jedoch müssen die Kontrollen entsprechend angepasst werden und die MIP-
Bindung in einer komplexen Matrix wie dem Zellkulturmedium DMEM optimiert werden.
Zusammenfassung
Fluoreszenzmarkierte, molekular geprägte Polymere wurden erstmalig auf Zellen zur Lo-
kalisation und qualitativen Bestimmung eines molekularen Targets eingesetzt. Dazu wur-
den Fluorescein-markierte MIPs, die mit Glucuronsäure geprägt wurden, zum Nachweis
von Hyaluronsäure auf HaCaT-Zellen exemplarisch eingesetzt. Dazu wurden deren Eigen-
schaften an die dazu definierten, applikationsspezifischen Anforderungen angepasst und ein
reproduzierbares Protokoll zur Durchführung und Auswertung der MIP-Bindung an Zel-
len erarbeitet. Letzteres umfasst die Fixierung, das Abblocken der Fixierung, enzymatische
Kontrollen, MIP-Inkubation sowie Waschschritte zur Reduzierung der unspezifischen Bin-
dungen. Des Weiteren wurden Ursache-Wirkungs-Zusammenhänge potentieller Einflussfak-
toren auf die MIP-Stabilität und Bindung an Zelloberflächen hergestellt. Ebenso erscheint
die Adaptation des etablierten Protokolls auf vitale Zellen möglich.
9. Diskussion
Es wurden mehrere Beiträge zur Biosensorentwicklung für die vor-Ort Analytik in den Be-
reichen der point-of-care Diagnostik, Umweltüberwachung und Lebensmittelkontrolle ge-
leistet, die auf dem Einsatz von molekular geprägten Polymeren als Erkennungselemente
und deren Fluoreszenz-Nachweis basieren.
Abbildung 9.1 gibt einen Überblick über die in dieser Arbeit dargestellten Beiträge auf die-
sem multidisziplinären Gebiet. Bezüglich des Erkennungselements wurde in Kapitel 4 die
Optimierung der MIP-Bindungseigenschaften unter Bedingungen, die zur Analyse biolo-
gischer Proben von Relevanz sind, vorgenommen. Des Weiteren wurden zwei verschiede-
ne Ansätze zur Signal-Generierung von MIPs verfolgt, wozu zum einen die Fluoreszenz-
markierung des Polymers (Kapitel 5 sowie 8) und zum anderen der Nachweis eines fluo-
reszenzmarkierten bzw. eigenfluoreszenten Analyten (Kapitel 6 und 7) zählen. In diesem
Zusammenhang wurden für den optischen Nachweis etablierte fluoreszenzspektroskopische
bzw. fluoreszenzmikroskopische Verfahren u.a. zur genaueren Charakterisierung der MIP-
Analyt-Wechselwirkung eingesetzt (Kapitel 5, 6 bzw. Kapitel 8) sowie eine miniaturisier-
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Abbildung 9.1.: Überblick über die in dieser Arbeit dargestellten Beiträge auf dem Gebiet der
Biosensorentwicklung.
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te, faser-optische Apparatur aufgebaut und optimiert (Kapitel 7). Schließlich konnten ver-
schiedene Anwendungen der entwickelten Sensorkomponenten und -systeme etabliert wer-
den. Dabei wurde zum einen der Analyt-Nachweis mit Hilfe eines mikrofluidischen Systems
und immobilisierten MIPs realisiert (Kapitel 6 und 7). Zum anderen wurde ein neues Ver-
fahren zum Einsatz von MIPs als Antikörperersatz zur Lokalisation und qualitativen Be-
stimmung von Zielmolekülen auf Zelloberflächen etabliert (Kapitel 8).
9.1. MIPs als Erkennungselemente in Biosensoren
Die Anforderungen an die Eigenschaften molekular geprägter Polymere für den potentiel-
len Einsatz in der vor-Ort-Analytik und insbesondere in der point-of-care Diagnostik sind
vielfältig. Sie können allgemein mit deren Bindungseigenschaften und deren Signal-
transduktionsfähigkeit beschreiben werden.
Polymerbindungseigenschaften in verschiedenen Lösungsmitteln
Zur Generierung spezifischer Erkennungselemente wurde erstmalig die Kombination zwei-
er Optimierungsverfahren eingesetzt, die insbesondere die Limitierungen der MIP-Analyt-
Bindung im wässrigen Milieu überwinden konnten (Kapitel 4). Die Optimierung der Bin-
dungseigenschaften wurde zunächst in Methanol:Wasser 9:1 durchgeführt, um die Stabi-
lität der MIP-Suspensionen für alle den Versuchsplan umfassenden Polymere zu gewährlei-
sten. Dadurch konnte ein optimiertes Polymer mit 6,2-fach niedrigerem K50, was zu einer
erhöhten Affinität korrespondiert, 20% höherer Kapazität bei niedriger Analytkonzentrati-
on (B2), 40% höhere Kapazität bei hoher Analytkonzentration (Bmax) und 1,3-fach höher-
em Imprinting Faktor bei 2 mg Polymer erzielt werden. Das heißt, alle 4 Zielgrößen wurden
gleichzeitig verbessert. Die Wahl anderer Bindungsparameter ist prinzipiell möglich, häufig
ist der Aufwand für deren Bestimmung, wie im Fall der Scatchard Plots, verhältnismäßig
hoch. Die Dissoziationskonstante Kd wurde daher nur für das beste Polymers Nr. 10 mit
17,3 µM in Methanol:Wasser 9:1 bestimmt. Dieser Wert liegt im Bereich vieler anderer
MIPs [152,153], jedoch etwa 3 Größenordnungen höher als der von Antikörpern. Damit ist
die Affinität von Antikörpern deutlich höher, jedoch gibt es keinen Antikörper für Glucu-
ronsäure, da das Molekül zu klein ist und keine Immunreaktion in Versuchstieren auslöst.
Auf den Experimenten in methanolischer Lösung aufbauend wurden die Bindungsexperi-
mente der synthetisierten Polymere in reinem Wasser durchgeführt. Dabei waren alle Po-
lymersuspensionen stabil und konnten für eine Analyse herangezogen werden. Die Eigen-
schaften des optimierten Polymers in Wasser waren für Glucuronsäure mit einem Imprin-
ting Faktor von 3,2 hoch, d.h. die spezifische Bindung des Analyten war etwa doppelt so
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hoch wie die unspezifische Bindung an das ungeprägte Referenzpolymer. Der Nachweis
polarer Moleküle, wie Glucuronsäure, in Wasser ist erschwert, da beide Antagonisten in
Konkurrenz um die Bindungsstellen im Polymer stehen. Ein Vergleich mit einem ande-
ren Glucuronsäure-geprägten Polymer ist nicht möglich, da dazu keine Literatur verfügbar
ist. Der einzige Ansatz, der mit einer derivatisierten Glucuronsäure arbeitet, stammt von
Ambrosini et al., jedoch wurden diese MIPs für den Einsatz in der Chromatographie op-
timiert [24, 154]. Dort ist die Affinität der Bindungsstellen von deutlich geringerer Bedeu-
tung, da dort multiple Assoziations-Dissoziationsereignisse stattfinden können.
Optimierungsmethode für multiple Polymerbindungseigenschaften
Zur Bestimmung des optimalen Polymers half Design of Experiments (DoE) gekoppelt mit
einer anschließenden Regressionsanalyse zum einen mit Hilfe eines Versuchsplanes die Ex-
perimente gezielt mit der entsprechenden statistischen Sicherheit zu planen und zum ande-
ren Ursache-Wirkungs-Prinzipien mittels der durch die Regressionsanalyse erhaltenen Mo-
delle herzustellen. Die daraus resultierenden Aussagen beziehen sich allerdings ausschließ-
lich auf den betrachteten Versuchsraum, d.h. es ist keine Extrapolation und somit keine
Aussage über das Systemverhalten außerhalb des Versuchsraumes möglich. Des Weiteren
haben die vereinfachten Polynom-Linarkombinationen als Modelle keinen Anspruch auf
Modelladäquatheit im Sinne der wissenschaftlichen Modellanalyse und Modellbildung. Das
heißt, sie spiegeln nicht das Verhalten des Gesamtsystems wieder, sondern sind lediglich
eine Vereinfachung innerhalb der untersuchten Grenzen, um Ursache-Wirkungs-Prinzipien
einfach und schnell zu abzubilden. Allerdings kann bei zu großen Modellabweichungen (er-
sichtlich in einem niedrigen Bestimmtheitsmaß oder den Residuen) eine Transformation
der Daten (z.B. Wurzeltransformation) vorgenommen werden. Gleichzeitig ist es bei großen
Abweichungen möglich, dass wichtige Einflussfaktoren nicht berücksichtigt wurden, die das
Systemverhalten beeinflussen, jedoch nicht wissentlich oder nicht aktiv verändert wurden.
Auf Grundlage der Regressionsmodelle konnte mit Hilfe der Optimierung multipler Ziel-
größen nach Derringer und Suich [111] ein optimales Polymer unter Berücksichtigung von
4 Zielgrößen, die dessen Bindungseigenschaften charakterisieren, theoretisch und experi-
mentell bestimmt werden. Generell würde ein anderes Optimierungsverfahren mit hoher
Wahrscheinlichkeit zu einem anderen
”
optimalen“ Polymer führen. Das hier angewende-
te Verfahren nach Derringer und Suich liefert den besten Kompromiss für die zugrunde
liegende Zielstellung, denn es ist einfach und mit niedrigem Rechenaufwand realisierbar
dank der Anwendbarkeit von Standardroutinen zur univariaten Optimierung. Im Gegen-
satz zu anderen Multi-Ziel-Optimierungsverfahren (MZO), wie den genetischen Algorith-
men, ist es schnell und liefert eine einzige Lösung und nicht ein Satz verschiedener Lösun-
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gen [155, 156]. Bezüglich des hohen Aufwands für die MIP-Synthesen und Charakterisie-
rungen ist eine Lösung und damit verbunden eine einzige Synthese zu bevorzugen. Ge-
genüber anderen vereinfachten Verfahren, die nur eine Lösung liefern, wie der gewichteten
Summenmethode, ist die Berechnung des geometrischen Mittelwertes weniger subjektiv.
Stationäre und zeitaufgelöste Fluoreszenzuntersuchungen Fluorescein-markierter
Polymere
Die Untersuchung der Bindungseigenschaften der molekular geprägten Polymere erfolgte
während des Optimierungsprozesses mit Hilfe des radioaktiv markierten Analyten Glu-
curonsäure. Da dieser Ansatz aufgrund strenger Sicherheitsbestimmungen und entspre-
chender Nachweistechnik nicht universell einsetzbar ist, wurde die Detektion des Analyt-
Bindungsereignisses an das MIP mit Hilfe fluoreszenzbasierter Verfahren angestrebt.
Im Fall der Generierung des von der Analytkonzentration abhängigen Nachweissignals auf
Grundlage eines fluoreszenten Polymers (Kapitel 5), sollte möglichst ein umgebungsemp-
findlicher Farbstoff Einsatz finden, welcher polymerisierbar ist. Mit Hilfe der Kopplung
der stationären mit der zeitaufgelösten Fluoreszenzspektroskopie konnte die MIP-Analyt-
Wechselwirkung genauer charakterisiert werden.
Die Glucuronat-Bindung an das Fluorescein-markierte Polymer bewirkte ein Quenching
der Fluoreszenzemission (sinkende Fluoreszenzintensität) in Abhängigkeit der Analytkon-
zentration. Das bedeutet, dass die Quantenausbeute sinkt, da der Extinktionskoeffizient
bei Änderung von Umgebungsbedingungen in der Regel nahezu konstant bleibt. Eine sin-
kende Quantenausbeute geht einher mit einer Änderung des Verhältnisses der Ratekon-
stanten für die strahlungslose Relaxation (ksl) und die durch Emission (kF )(Vgl. Gleichung
3.3). Da gleichzeitig die beiden Spezies der Fluoreszenzlebensdauer konstant bleiben, ist
davon auszugehen, dass nicht nur ksl steigt, wie es bei lösungsmittelbedingten Effekten der
Fall ist, sondern dass gleichzeitig kF sinkt (Vgl. Gleichung 2.3). Das wiederum heißt, dass
sich der Anteil an interner Umwandlung (IC) gegenüber dem der Emission aufgrund der
Änderung der Beweglichkeit des Fluorophors erhöht haben müsste. Somit ist die Ursache
des Fluoreszenzquenchings in der Erhöhung der Fluoresceinbeweglichkeit im Zuge der Ana-
lytbindung zu sehen. Das ist vorstellbar, wenn Fluorescein in Abwesenheit des Analyten
mit der Polymermatrix interagiert und dadurch weniger beweglich ist. Durch Bindung des
Analyten an die Polymermatrix wird diese Interaktion gestört, sodass eine erhöhte Beweg-
lichkeit des Fluoresceins möglich ist.
In Lösung ist die Situation ähnlich bzgl. der Verminderung der Quantenausbeute in
Abhängigkeit der Glucuronat-Konzentration, auch, wenn diese schwächer ausfällt als im
Polymer. Jedoch wurde eine leichte Reduktion der Lebensdauer festgestellt, welche mit ei-
ner Erhöhung von ksl einhergeht. Damit kann kF nahezu konstant sein und die Ursache des
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Quenchings in Lösung eher in einer Veränderung der Umgebungsbedingungen (Polarität:
Dielektrizitätskonstante, Brechungsindex) zu sehen und weniger in Bezug auf eine Beweg-
lichkeitsänderung.
Wichtige Parameter für den Analytnachweis mit molekular geprägten Polymeren sind
die Empfindlichkeit und Nachweisgrenze. Es konnte eine empfindliche, jedoch keine hoch-
sensitive Signaländerung in Abhängigkeit der Analytkonzentration festgestellt werden. Die
Nachweisgrenze für Glucuronsäure des Fluorescein-markierten Polymers lag bei etwa 4 µM.
Außerdem war ein hoher Anteil an unspezifischer Bindung zu verzeichnen. Dies steht im
Gegensatz zu der Flüssigszintillationsanalyse basierend auf radioaktiv markierter Glucu-
ronsäure, die im Rahmen der Optimierungsstudien mit DoE und MZO durchgeführt wur-
de. Dort konnte Spurenanalytik im pM-Bereich betrieben werden und die Spezifität war
hoch mit einem Imprinting Faktor von etwa 3. Somit sind die Fluoreszenzintensitätsände-
rungen im Spurenbereich der Glucuronsäurekonzentration deutlich niedriger (relativ hohe
Konzentrationen nötig um Fluoreszenzsignal zu verändern) im Vergleich zum Nachweis mit
radioaktiv markierter GA. Die Ursache ist im Unterschied der angewandten Verfahren zu
sehen: Der Nachweis des radioaktiv markierten Liganden erfolgte direkt, d.h. die Polymer-
suspension wurde abgetrennt und nur der Überstand analysiert, um auf die Menge an ge-
bundenen Analyten zu schließen. Hingegen wurde das Fluoreszenz basierte Nachweissignal
indirekt durch eine Intensitätsminderung am Polymer generiert.
Der scheinbare Verlust der Spezifität der geprägten Polymere, der durch den Imprinting
Faktor bzw. das relative Signal von MIP/NIP ausgedrückt wird, kann mit der zusätzlichen
Einbringung der Fluorescein-Markierung verloren gegangen sein. Jedoch ist dies eher un-
wahrscheinlich, da der relative Anteil an Fluorescein gegenüber dem an Template 5% be-
trägt und somit in der Polymermatrix nur einen sehr geringen Anteil ausmacht.
Generell ist die heterogene Verteilung des Fluorophors in der Polymermatrix nicht günstig
für einen sensitiven Analytnachweis. Denn damit stammt zum einen ein Großteil des Si-
gnals aus dem Polymerinneren, welches nicht in Kontakt mit dem Analyten kommt und
somit ein Untergrundsignal liefert, welches nicht gequencht werden kann. Zum anderen ist
dadurch auch die lokale Verteilung des Fluorophors auf der Polymeroberfläche heterogen
und folglich dessen Anwesenheit nicht auf die Bindungstasche beschränkt. Das heißt, dass
der Fluorophor dort aufgrund der Analytbindung an der Polymeroberfläche sowohl beim
MIP als auch beim NIP ähnliche Konformationsänderungen annehmen kann und somit ei-
ne entsprechende Signaländerung bewirkt wird. Nichtsdestotrotz sollte die Signaländerung
beim MIP stärker ausfallen, da dort aufgrund der erhöhten Affinität der Analyt lokal näher
kommt. Um dies aufzuklären, sollten zeitaufgelöste Messungen dienen.
Prinzipiell war mit zeitaufgelösten Messungen die Unterscheidung der dem Analyt zugäng-
lichen und nicht zugänglichen Bindungsstellen des Fluorescein-MIPs über die Detektion
von zwei Lebensdauern möglich. Dabei wurde die schnellere Komponente (≈ 1,6 ns) dem
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Inneren des Polymers zugeordnet und die langsamere Komponente (≈ 3,7 ns) der Polyme-
roberfläche, da diese nahezu unverändert zum freien Fluorescein in wässriger Lösung mit
≈ 4,0 ns ist. Jedoch konnte kein Unterschied zwischen den spezifischen und unspezifischen
Bindungsstellen festgestellt werden wie in [51, 89], da keine dritte Lebensdauer vorhanden
war. Das könnte aufgrund der fehlenden Spezifität des Polymers der Fall sein oder auf-
grund dessen, dass die Lebensdauer des Fluoresceins nicht sensitiv gegenüber der spezifi-
schen bzw. unspezifischen GA-Bindung ist.
Insofern ist die Auswahl des Fluorophors einzig unter dem Gesichtspunkt, dass dieser emp-
findlich gegenüber Umgebungsbedingungen ist, wie es beim Fluorescein der Fall ist, offen-
bar nicht ausreichend, um einen sensitiven und spezifischen Analytnachweis zu gewährlei-
sten. Günstig ist es, wenn der Fluorophor über eine funktionelle Gruppe verfügt, mit der
der Analyt spezifisch interagiert. Dies scheint bei einigen anderen Nachweisansätzen, die in
ähnlicher Weise auf einem fluoreszenten, geprägten Polymer mit intrinsischer Signaltrans-
duktion basieren, gegeben zu sein [152, 157, 158]. Allerdings sind deren Targets deutlich
einfacherer mit molekular geprägten Polymeren nachweisbar, da es sich teils um etablierte
Syntheseprotokolle handelt und vor allem unter Zugabe organischer Lösungsmittel gearbei-
tet wurde. Es ist zusätzlich anzumerken, dass die Synthese von Farbstoffen, die eine funk-
tionelle Gruppe tragen, zu der der Analyt affin ist, und die zugleich vernetzbar sind, sehr
zeit- und kostenintensiv ist. Mit Hilfe einer Kern-Hülle-Polymerstruktur [33] kann zusätz-
lich eine kontrollierte Verteilung des Fluorophors ausschließlich in der Hülle des Polymers
erreicht werden. Die Entwicklung solcher Polymerisationsstrategien mit genau einstellba-
ren und reproduzierbaren Parametern ist allerdings nicht immer trivial und macht die oh-
nehin aufwändige MIP-Synthese noch komplexer.
Gegenüber dem Ansatz mit fluoreszentem Polymer erscheint der Nachweis eines fluores-
zenten Analyten weniger komplex, da das Signal ausschließlich vom Analyten stammt.
Fluoreszenzuntersuchung eines kompetitiven FRET-Mechanismus mit
Fluorescein-markierten Polymeren
Es konnte weiterhin mit Hilfe von Anilinonaphthalensulfonsäure (ANS) als Donor und
Fluorescein-MIP als Akzeptor ein FRET-basiertes Nachweissystem aufgebaut werden, wo-
mit ein selektiver Nachweis des Glucuronats (GA) möglich war (Kapitel 5.2). Es handelte
sich in dem Fall um einen kompetitiven Ansatz, wobei ANS und GA um die Bindungsta-
sche konkurrierten. Allerdings ist eine Minimierung der Nachweisgrenze mit dem FRET-
System gegenüber dem rein auf Fluorescein-MIPs basierenden Nachweis nur geringfügig
möglich.
Die Nachweisgrenze für Glucuronat lag bei etwa 3 µM und somit in der Größenordnung der
9.1. MIPs als Erkennungselemente in Biosensoren 122
ANS-Konzentration (7,1 µM). Damit hat ANS entweder eine ähnliche Affinität zum Poly-
mer wie GA (eher unwahrscheinlich) oder ANS lässt sich sterisch schlecht aus Bindungsta-
sche verdrängen oder ANS bindet nicht ausschließlich in der Bindungstasche, sondern an
allen Stellen auf der Oberfläche des Polymers. Dort kann es zu Energietransfer von ANS zu
Fluorescein kommen, da Fluorescein nicht ausschließlich in der Bindungstasche, sondern
heterogen im Polymer verteilt ist.
Die Sensitivität des Nachweises ist mit dem Fluorescein-MIP ohne ANS theoretisch größer
als mit ANS, da Fluorescein einen höheren Extinktionskoeffizienten und eine höhere Quan-
tenausbeute (9600 M−1 cm−1 und 0,95 gegenüber ≈ 6000 M−1 cm−1 und 0,066 bei ANS
[124]) aufweist. In Realität ist die Sensitivität jedoch gleich, denn es ergibt sich in beiden
Fällen ein Signalunterschied zwischen 0 µM und 4300 µM GA bei Bindung an das Poly-
mer von jeweils 1,6. Diese Sensitivitätserhöhung muss dem FRET zuzuschreiben sein, da
dieser extrem empfindlich (mit der 6. Potenz) gegenüber einem sich ändernden Abstand
ist. Dadurch können kleinste Änderungen des Abstandes zwischen ANS und Fluorescein,
die durch die Anwesenheit des Analyten hervorgerufen werden, zu großen Signaländerun-
gen führen (hier: Vergrößerung des Abstandes durch Analyt und damit Verringerung der
Transfereffizienz).
Der große Vorteil der umgebungsabhängigen Quantenausbeute des ANS bzgl. der hohen
detektierten FRET-Effizienz kann sich beim Nachweis der kompetitiven Analytbindung als
Nachteil herausstellen. Wenn sich ANS aufgrund der Konkurrenz des Analyten räumlich
vom Polymer entfernt, müsste das ANS-Signal steigen, da dessen Energie nicht an Fluore-
scein abgegeben wird. Gleichzeitig sinkt das ANS-Signal, da der unpolare Einfluss des Po-
lymers abnimmt und somit ANS im polaren Lösungsmittel Wasser eine 20-fach niedrigere
Quantenausbeute aufweist. Diese beiden gegenläufigen Effekte reduzieren die Sensitivität
des Analytnachweises in diesem System.
Da das FRET-Fluorophorsystem zu zwei Fluoreszenzlebensdauern im Polymer und die um-
gebungsabhängige Lebensdauerverteilung von ANS aufweist, kann dieser Parameter nicht
zur Aufklärung der Analytbindung herangezogen werden. Dies liegt an der zu hohen Kom-
plexizität und der damit verbundenen Schwierigkeit, Abklingmodelle an derart komple-
xe Systeme mit hoher Sicherheit anzupassen. Alternativ könnte ein nicht fluoreszieren-
der Akzeptor verwendet werden, um den FRET-Mechanismus zeitaufgelöst untersuchen zu
können.
Zusammenfassend wurden sowohl mit dem rein auf Fluorescein-markierten MIPs basier-
ten als auch bei dem um einen FRET-Mechanismus erweiterten System mit ANS, welches
gleichzeitig als Kompetitor gegenüber GA fungiert, eine vergleichbare Nachweisgrenze und
Sensitivität festgestellt. Da das erstere Messsystem wesentlich einfacher zu handhaben ist
und prinzipiell eine schnellere Einstellung des Gleichgewichts der MIP-GA-Bindung zu er-
warten ist, bietet es für Sensoranwendungen einige Vorteile. Allerdings ist die nicht nach-
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weisbare Spezifität des Polymers problematisch. Da diese offenbar mit radioaktiv markier-
ter GA nachweisbar war, wurde das Detektionsprinzip umgedreht und auf Zellen angewen-
det (Kapitel 8). D.h. es wurde nicht bei konstanter MIP-Konzentration die Signaländerung
detektiert, sondern vielmehr bei sich ändernder Analytkonzentration ein unterschiedlicher
Anteil an gebundenen MIP nachgewiesen.
9.2. Fluoreszenz basierte Nachweisverfahren für
Biosensoren
Für Fluoreszenz-Detektionsverfahren sind die wohl wichtigen Parameter, die über deren
Einsatzspektrum entscheiden, deren Nachweisgrenze und Sensitivität sowie deren örtli-
che, zeitliche und spektrale Auflösung. Wichtige, etablierte Verfahren in diesem Bereich,
die auch in dieser Arbeit angewendet wurden, sind die Fluoreszenzmikroskopie und -
spektroskopie. Gleichzeitig wurde ein miniaturisiertes System mit faser-optischer Signal-
leitung aufgebaut.
Optimierung des faser-optischen Messaufbaus
Es wurde ein modulares, faser-optisches Sensorsystem entworfen, welches um einen mi-
krofluidischen Chip mit immobilisieren MIPs angeordnet wurde. Wesentlich für die Op-
timierung des faser-optischen Messaufbaus bzgl. Signal/Rausch-Verhältnis war, dass ei-
ne Avalanche Photodiode (APD) mit kleiner Detektorfläche - wie sie typisch für APDs
sind - von 100 µm im Durchmesser Anwendung finden sollte. Um trotz der kleinen Fläche
möglichst viele Photonen nachweisen zu können, war ein darauf angepasstes Sensordesign
erforderlich. Die Detektorfläche ist mit einer Faser verbunden, die es ermöglicht, sehr na-
he an die Untersuchungssubstanz, die sich im mikrofluidischen Chip befindet, heranzukom-
men. Folglich konnte auf fokussierende Optiken, die aufgrund der kleinen Baugröße schwer
zu justieren sind und ebenso optische Verluste verursachen, verzichtet werden.
Zusätzlich fanden LEDs als Alternative zu polychromatischen Lichtquellen Anwendung,
wodurch ausschließlich ein Emissionsfilter notwendig war und auf ein zusätzliches Anre-
gungsfilter zur Eliminierung des unerwünschten Anteils des Anregungslichts verzichtet wer-
den konnte. Die verhältnismäßig geringe Eingangsleistung der LED von 200 µW insbeson-
dere im UV-Bereich war hier ausreichend, um genügend emittierte Photonen zu erzeugen
und gleichzeitig nicht zu hoch, um im linearen Bereich des APD-Detektors zu liegen und
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damit die höchstmögliche Empfindlichkeit zu ermöglichen. Dies liegt daran, dass Geiger-
Modus-APDs bei einem hohen Photonen/Zeit-Verhältnis ein stark nichtlineares Verhalten
aufweisen, wodurch sich die Empfindlichkeit des Nachweises reduziert.
Zur Übertragung des Anregungslichts der LED diente eine weitere optische Faser, die mit-
tels einer eigens entwickelten Faserverbindung reproduzierbar mit der LED verbunden wer-
den kann. In Verbindung mit einer Konstantstromquelle beträgt die Schwankung der über
die Faser geleiteten LED-Leistung maximal 3%. Folglich konnte nicht zuletzt auch aus
Platz- und Kostengründen auf einen Referenzdetektor zur Kontrolle der LED-Leistung ver-
zichtet werden.
Aufgrund der geringen Schichtdicke der Chipküvette ist die Realisierung der für Spek-
trometer üblichen 90◦-Geometrie, bei der der Streulichtanteil minimal ist, nicht möglich.
Vielmehr ist ein variabler Winkel der Anregungsfaser zwischen 0 und 42 ◦ einstellbar. Um
die Anzahl an Freiheitsgraden bei der Justierung zu reduzieren, wurde die Emissionsfa-
ser auf 0 ◦ fixiert. Aus diesen geometrischen Einschränkungen ergibt sich ein Kompromiss
bezüglich der Reduktion des Streulichtanteils, wie in Kapitel 7.2.3 dargelegt. Dort werden
außerdem alle weiteren wesentlichen optischen Gesetzmäßigkeiten, die das Signal/Rausch-
Verhältnis beeinflussen, diskutiert. Dazu zählen die Brechung, die numerische Apertur der
Fasern, Transmission der Küvettenmaterialien und Reflexion an optischen Oberflächen.
Die Faser-Ausrichtung und Justage bei kleinen Kerndurchmessern (hier: 100 µm bzw. 200
µm) der Fasern ist die größte Herausforderung, um reproduzierbare Messungen zu gewähr-
leisten [126]. Daher wurde in dem vorliegenden System die Anzahl an Freiheitsgraden so
minimal wie möglich gestaltet und auf Steifigkeit geachtet. Damit ist eine hohe Wiederhol-
genauigkeit der Positionierung der optischen Fasern von 4% möglich.
Aufgrund dieser Schwierigkeit im Umgang mit optischen Fasern werden in alternativen sen-
sorischen Systemen vermehrt optische Wellenleiter integriert [159]. In diesem Zusammen-
hang erweisen sich mikrofluidische Komponenten mit integrierten Wellenleitern und Op-
tiken, die in Polymeren als Einwegartikel gefertigt werden können, als vielversprechender
Ansatz für miniaturisierte Sensoren [128,160]. Häufige Limitationen dieser Gesamtsysteme
mit integrierten Optiken, die mit externen optischen Fasern überwunden werden können,
sind deren nicht vorhandene Modularität und Lösungsmittelbeständigkeit sowie die einge-
schränkte Möglichkeit der Nutzung im UV-Bereich. Des Weiteren erweist sich die Integra-
tion von Rezeptormaterialien als problematisch, da die Systeme häufig
”
aus einem Guss“
gefertigt werden. Diese Einschränkungen wurden beim hier entwickelten Aufbau überwun-
den. Das Messsystem ist modular und aufgrund der hohen optischen Transparenz der ein-
gesetzten Materialien auch für die optische Anregung des Analyten im UV-Bereich (bis 250
nm) sowie für diverse organische Lösungsmittel einsatzfähig, welche häufig zur Regenera-
tion von molekular geprägten Polymeren (Elution des Analyten) verwendet werden.
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Leistungsfähigkeit des faser-optischen Messaufbaus
In Folge der Optimierung des Messaufbaus konnte eine Nachweisgrenze von 1,1 µM
für Dansyl-L-Phe in Acetonitril bei einer optischen Schichtdicke von 150 µm erreicht
werden. Auf Grundlage der genaueren Untersuchung der Bestandteile des Messaufbaus
ist es möglich, Vorhersagen über die Nachweisgrenzen anderer Fluorophore zu treffen.
Im Falle von Fluorescein in alkalischer Lösung würde das bei gleichen Bedingungen
ohne Austausch der optischen Komponenten, ausschließlich unter Berücksichtigung der
Quantenausbeute und des Extinktionskoeffizienten einer Nachweisgrenze von 10−8 M (bei
150 µm Schichtdicke) entsprechen. Dieser Wert liegt im Bereich der Sensitivität von
kommerziell erhältlichen Spektrofluorometern. Allerdings liefern diese Geräte zusätzlich
eine spektrale Auflösung, wodurch die Empfindlichkeit des Nachweises reduziert ist, d.h.
diese Geräte können mit Verzicht auf eine spektrale Auflösung höhere Empfindlichkeiten
liefern. Für die weitere Erhöhung des Signal/ Rausch-Verhältnisses könnte je nach Aufwand
und Nutzen ein optisches Filter verwendet werden, welches im Sperrbereich eine noch
niedrigere Transmission (> OD 4 = 1/1000 Transmission) aufweist im Vergleich zu dem
momentan eingesetzten Filter.
9.3. Anwendung von MIPs in fluoreszenzoptischen
Biosensoren
Die Fluoreszenz-basierten Biosensoranwendungen, die in dieser Arbeit realisiert wurden,
veranschaulichen die Variabilität des Sensordesigns mit molekular geprägten Polymeren.
Sie umfassen ein mikrofluidisches Sensorsystem mit einem konventionellen und einem faser-
optischen Nachweisverfahren sowie das Imaging auf Zelloberflächen.
Mikrofluidischer MIP-Sensor
Die Nutzung von Mikrofluidik ermöglicht insbesondere für immobilisierte Erkennungsele-
mente den Vorteil, dass die Probe örtlich nahe am Erkennungselement entlang geleitet
wird und sich dadurch die Wege für eine Interaktion verkürzen. Für die Anwendung von
MIP-Partikeln unter mikrofluidischen Bedingungen wurde in Kapitel 6 eine Immobilisa-
tionsmethode für MIPs basierend auf der Anziehung mit Polyethylenimin als molekula-
ren Klebstoff angepasst. Die Waschschritte zur Elution des Analyten Dansyl-L-Phe, wel-
cher über elektrostatische Wechselwirkungen an das MIP gebunden ist, erfolgten in Metha-
nol:Essigsäure 9:1, wodurch die ebenfalls elektrostatische Verbindung der MIPs zur Sub-
stratoberfläche gestört wurde. Damit waren die MIP-Schichten für 6 Inkubationszyklen mit
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der Waschlösung stabil, um reproduzierbare Ergebnisse gewährleisten zu können.
Die Bindungseigenschaften der immobilisierten MIPs waren hingegen sehr gut mit einer
Nachweisgrenze von 0,5 µM. Das ist 50-fach niedriger als die ohne die Verwendung eines
MIPs zur selektiven Analytkonzentrierung. Damit hat die die Immobilisierung von MIPs of-
fenbar kaum Einfluss auf deren Aktivität bzw. Bindungseigenschaften im Gegensatz zu an-
deren Rezeptormaterialien wie Antikörpern, Membranrezeptoren und Enzymen [161, 162].
Denn molekular geprägte Polymere haben heterogene Bindungsstellen, die zufällig auf ih-
rer Oberfläche verteilt sind, sodass ein gewisser Anteil nicht von der Immobilisierung be-
troffen ist.
Eleganter als die Immobilisation von MIP-Partikeln ist die in situ Polymerisation, das
heißt, die vor-Ort Polymerisation direkt auf einer aktivierten Oberfläche. Dadurch können
MIP-Spots erzeugt werden, die stabil mit der Oberfläche verbunden sind (Vgl. Kapitel 7.3).
Die zusätzliche Möglichkeit der Strukturierung der MIP-Oberfläche in Form von Filamen-
ten illustriert den Facettenreichtum der möglichen MIP-Sensordesigns und damit die An-
passung an spezifische Applikationen. Die Eigenschaft MIPs mit verschiedenen Polymeri-
sationstechniken gezielt strukturieren zu können, stellt eine Besonderheit gegenüber allen
anderen verfügbaren Erkennungselementen dar.
MIPs zur
”
Immunfärbung“
Der Einsatz fluoreszenzmarkierter MIP-Partikel zum
”
Immunfärben“ auf Zelloberflächen
konnte in Kapitel 8 etabliert werden. Damit ist es erstmals gelungen, eine Alternative zu
Antikörpern zu schaffen, um molekulare Targets auf Zellen nachzuweisen und zu lokali-
sieren. Dazu wurden MIPs verwendet, die spezifisch Glucuronsäure binden, um mit Hil-
fe des Epitop-Ansatzes Hyaluronsäure (ein Polysaccharid bestehend aus Glucuronsäure-
N-Acetylglucosamin-Disaccharid-Einheiten) zu binden, welche sich auf Keratinozyten (wie
der Zelllinie HaCaT) befindet. Das heißt, es handelt sich hierbei um matrix-belastete Pro-
ben, welche sowohl von der Zelle als auch vom Zellkulturmedium stammende Störsub-
stanzen beinhalten. Diese können die MIP-Bindungseigenschaften und Stabilität (Polymer-
Aggregation) verändern. Außerdem haben diese Matrixsubstanzen in der Regel Einfluss auf
die biologische Aktivität von Enzymen, welche hier als Kontrolle zum Einsatz kamen.
Prinzipiell besteht die extrazelluläre Matrix der HaCaT-Zellen aus fibrillären Proteinen,
Kollagen, Laminin, Fibronektin und Proteoglykanen, welche ein Geflecht um die Zelle bil-
den [163]. Chondroitinsulphat-, Heparan-, Keratan- und Dermatansulphat sind mit Hyalu-
ronsäure die typischen Proteoglykane, die auf Keratinozyten vertreten sind [76]. Aufgrund
ihrer ähnlichen Zusammensetzung ist die höchste unspezifische Bindung der MIPs inner-
halb dieser Substanzklasse zu erwarten. Allerdings ist die Hyaluronsäure auf Keratinozy-
ten deutlich vorherrschend, sodass der Einfluss anderer Proteoglykane moderat sein sollte.
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Zur Eliminierung des Matrixeinflusses des komplexen Zellkulturmediums wurde während
der Enzym-Inkubation alternativ ein proteinfreier Puffer verwendet, in dem die Enzy-
maktivität hoch war. Hingegen musste für die MIP-Inkubation auf protein- und salz-
arme Lösungsmittel (Wasser, Methanol) zurückgegriffen werden, da diese die Polymer-
Aggregation begünstigen. Neben der Reduktion des Matrixeinflusses durch Verzicht auf
Substanzen ist alternativ die Zugabe an Detergenzien (amphiphile Salze oder Tenside)
möglich, um die Partikel zu stabilisieren. Allerdings können diese die Bindungsfähigkeit
der MIPs herabsetzen. Generell gelten bzgl. der Aggregation die Zusammenhänge kolloider
Substanzen [164]. Die Veränderung des Zellkulturmediums schließt meist die Verwendung
vitaler Zellen aus, sodass mit fixierten Zellen gearbeitet wurde. Die Nutzung fixierter Zel-
len ist üblich, wenn Antikörper zur Immunfärbung eingesetzt werden.
Eine Anwendung von MIPs zur Lokalisation molekularer Targets auf vitalen Zellen erschi-
en ebenfalls möglich, da die MIPs in den eingesetzten Konzentrationen (0,027 mg/mL) und
kurzen Inkubationszeiten (90 min) biokompatibel sind und im komplexen Zellkulturmedi-
um DMEM keine Aggregation festzustellen war. Offenbar wirken hier Proteine stabilisie-
rend, welche amphiphile Eigenschaften aufweisen und somit wie ein Tensid wirken.
Das Nachweisprinzip basiert hier darauf, dass sich in Abhängigkeit der Analytkonzentration
die Menge an daran gebundenem MIP verändert. Dabei sollte das MIP ein möglichst kon-
stantes Signal aufweisen, welches unbeeinflusst von der Analytkonzentration ist. Bei einer
Menge an Hyaluronsäure auf der Oberfläche von Keratinozyten von 10 fg/Zelle (d.h. 900-
3000 Hyaluronsäuremoleküle mit 2-7 Millionen Da Durchschnittsmolekularmasse) [151],
entspricht das bei einem konfluenten Zellrasen mit etwa 500 000 Zellen 10 ng Hyaluronsäure
bzw. ≈ 109 Hyaluronsäuremolekülen. Es wurden 0,027 mg MIP in 1 mL eingesetzt, um
an diese maximale Menge Hyaluronsäure, die terminal wiederum Glucuronsäure enthalten
kann, zu binden (d.h. 1010 Hyaluronsäuremoleküle/mg MIP). Bezogen auf die Fluoreszenz-
untersuchungen in Kapitel 5.1.1, bei denen 4,3 µM Glucuronat (entspricht 2,6·1018 Mo-
lekülen) mit 0,1 mg MIP in 1 mL eine relative Signaländerung von ≈ 4% induziert haben,
ist die zu erwartende Änderung der MIP-Fluoreszenzintensität auf den Zellen null. Somit
kann dieser Effekt des Analytkonzentrations-abhängigen Fluoreszenzquenchings hier aus-
geschlossen werden.
Zur Kontrolle der MIP-Bindung an Glucuronsäure diente Hyaluronidase. Mit dem Enzym
wurde Hyaluronsäure so abgebaut, dass endständig N-Acetylglucosamin an den Zellen ver-
bleibt (Vgl. Kapitel 2.2.3). Dadurch reduzierte sich das Signal der an die Zellen gebundenen
MIPs um den Faktor 2,4 (mit 3,5% Methanolanteil). Dies ist in guter Übereinstimmung mit
einem Referenzversuch basierend auf einen fluoreszenzmarkierten, Hyaluronsäure binden-
den Protein (Signaländerung um den Faktor 2,1), womit sich dieses Enzym als geeignete
und einfache Kontrolle erweist. Ihr Einsatz auf vitalen Zellen in PBS zeigte allerdings eine
verminderte Aktivität, sodass für diesen Zweck alternative, physiologische Puffer benötigt
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werden. Für eine umfassende Kontrolle der MIP-Bindung stehen der Test der Positivkon-
trolle mit N-Acetylglucosaminidase, sowie der Spezifizität (MIP/ NIP) und Selektivität
unter Einsatz von strukturell ähnlichen Kompetitoren während der MIP-Inkubation noch
aus.
Die Ansätze in dieser Arbeit zeigen, dass MIPs für den vielfältigen Einsatz in fluoreszenz-
basierten Biosensoren geeignet sind, um als vor-Ort-Systeme die Analyse von umweltrele-
vanten Analyten zu ermöglichen.
10. Zusammenfassung
Es wurde erstmalig eine Optimierung multipler Bindungseigenschaften von molekular ge-
prägten Polymeren durchgeführt, was exemplarisch für das polare Zielmolekül Glucu-
ronsäure angewandt wurde. Mit Hilfe des Design of Experiments gekoppelt mit einer Multi-
Ziel-Optimierungsmethode konnte nicht nur ein optimales Polymer aus einem Repertoire
von synthetisierten Polymeren bestimmt werden, sondern sogar eine Vorhersage über eine
Polymerzusammensetzung mit global besten Bindungseigenschaften getroffen werden. Hier
wurde eine optimale Zusammensetzung des besten Glucuronsäure bindenden Polymers in
Methanol:Wasser 9:1 bestimmt mit 0,65 mol% Initiator AIBN und 1:3:20 Verhältnis von
Template:funktionelles Monomer:Vernetzer, plus 1 Äquivalent des stöchiometrischen Mo-
nomers AAB. Mit dieser Optimierungsmethode konnte das beste Polymer im Vergleich zum
Ausgangspunkt-Polymer vor der Optimierung verbessert werden mit 6,2-fach niedrigerem
K50, was zu einer erhöhten Affinität korrespondiert, 20% höherer Kapazität bei niedriger
Analytkonzentration (B2), 40% höherer Kapazität bei hoher Analytkonzentration (Bmax)
und einem 1,3-fach höherem Imprinting Faktor bei 2 mg Polymer.
In reinem Wasser wiesen die Polymere im Vergleich zum Methanol-Wasser-Gemisch teilwei-
se sogar verbesserte Bindungseigenschaften auf. Das beste Polymer in Wasser hatte einen
Imprinting Faktor von 3,2, was für die Bindung eines polaren Analyten unter der Konkur-
renz von Wassermolekülen hoch ist. Es kann hiermit gezeigt werden, dass die angewandte
mit DoE gekoppelte Multi-Ziel-Optimierung eingesetzt werden kann, um die Eigenschaf-
ten eines geprägten Polymers auf verschiedene Anwendungen zuzuschneiden.
Mit Hilfe der Kombination von stationärer und zeitaufgelöster Fluoreszenzspektroskopie
wurden Fluorescein-markierte MIPs, die Glucuronsäure als molekularen Abdruck tragen,
auf deren Spezifität und Empfindlichkeit des Analytnachweises untersucht. Da die Spezifität
sowohl bei den stationären als auch den zeitaufgelösten Messungen sehr gering und auch die
Empfindlichkeit nicht ausreichend für die Untersuchung biologischer Proben war, wurde ein
alternatives Nachweisverfahren basierend auf einen Förster-Energietransfer-Mechanismus
etabliert und charakterisiert. Die Anilinonaphthalensulfonsäure (ANS), die als Donor und
Kompetitor des Glucuronats fungierte, konnte erfolgreich zum selektiven Nachweis der
Analytbindung integriert werden, jedoch verbesserte sich dadurch die Empfindlichkeit des
Analytnachweises nicht wesentlich.
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Es wurde erstmals die Kombination aus Fluoreszenzdetektion und MIPs als Rezeptorma-
terial in einem mikrofluidischen Sensor angewendet. Die reversible Immobilisierungsmetho-
de der MIP-Nanopartikel auf der Sensoroberfläche basierend auf einem geladenen linearen
Polymer (Polyethylenimin) als molekularen Klebstoff, ist geeignet für die Benutzung in ei-
nem optischen Sensor bzgl. Reproduzierbarkeit, dank der guten Homogenität und Stabi-
lität der Filme. Die Nachweisgrenze ist 50-fach niedriger als die ohne die Verwendung ei-
nes MIPs zur selektiven Analytkonzentrierung. Dies illustriert, dass die Kombination aus
MIP-Technologie und Fluoreszenz vielversprechend ist, um eine erhöhte Sensitivität und
Selektivität zu erreichen. Die Untersuchung der Analytbindung unter mikrofluidischen Be-
dingungen erlaubt online-Messungen und benötigt nur geringe Probemengen. Davon aus-
gehend stellt dieser Ansatz eine vielfältige und sensitive Nachweismöglichkeit zur Analyt-
detektion und -quantifizierung in biologischen und aus der Umwelt stammenden Proben
dar.
Es wurde ein faser-optischer, mikrofluidischer Sensor aufgebaut und optimiert, welcher ei-
ne experimentell ermittelte Nachweisgrenze von 1,1 µM Dansyl-L-Phe in Acetonitril auf-
weist. Dank der Modularität ist der Messaufbau an eine Vielzahl von Analyten zur Un-
tersuchung von Analyseflüssigkeiten zur
”
point-of-care“ Diagnostik adaptierbar. In Folge
der detaillierten optischen Analyse der Einflussfaktoren ist es möglich, Vorhersagen über
Nachweisgrenzen anderer Fluorophore mit anderen Anregungs- und Emissionseigenschaf-
ten zu treffen. Dazu müssen die Berechnungen bzgl. LED Emission, des Emissionsfilters,
dem Fluorophor (Extinktion und Quantenausbeute), des Lösungsmittels (Brechungsindex)
sowie der wellenlängenabhängigen Detektorempfindlichkeit für die Anregung und Detekti-
on angepasst werden. Die Integration nanofilamentöser MIPs in diesen Sensor stellt eine
elegante Möglichkeit dar, wie molekular geprägte Rezeptormaterialien strukturiert werden
können, um relevante Analyten schnell, sensitiv und dank mikrofluidischer Probezuführung
automatisiert zu untersuchen.
Fluoreszenzmarkierte, molekular geprägte Polymere wurden erstmalig auf Zellen zur Lo-
kalisation und qualitativen Bestimmung eines molekularen Targets eingesetzt. Dazu wur-
den Fluorescein-markierte MIPs, die mit Glucuronsäure geprägt wurden, zum Nachweis
von Hyaluronsäure auf HaCaT-Zellen exemplarisch eingesetzt. Deren Eigenschaften wur-
den an die dazu definierten, applikationsspezifischen Anforderungen angepasst und ein re-
produzierbares Protokoll zur Durchführung und Auswertung der MIP-Bindung an Zel-
len erarbeitet. Letzteres umfasst die Aldehyd-basierte Fixierung, das Abblocken der Fi-
xierung, dem Einsatz enzymatischer Kontrollen, die MIP-Inkubation sowie Waschschritte
zur Reduzierung der unspezifischen Bindungen. Des Weiteren wurden Ursache-Wirkungs-
Zusammenhänge potentieller Einflussfaktoren auf die MIP-Stabilität und Bindung an Zel-
loberflächen hergestellt. Ebenso erscheint die Adaptation des etablierten Protokolls auf vi-
tale Zellen möglich.
A. Anhang
Tabelle A.1.: Versuchsplan mit abhängigen Variablen, die die Bindungseigenschaften der Polymere
in Methanol:Wasser 9:1 beschreiben; MIP - geprägtes Polymer, NIP - ungeprägtes
Referenzpolymer.
Lauf-
Nr.
MIP K50
[mg/mL]
NIP K50
[mg/mL]
MIP Bmax
[µmol/mg]
MIP B2
[pmol]
NIP B2
[pmol]
IF
1 0,0296 0,0407 0,0244 13,0 9,5 1,253
2 0,0161 0,0216 0,0245 14,2 10,1 1,244
3 0,1077 0,3679 0,0200 13,8 9,5 1,462
4 0,1726 0,1635 0,0178 13,0 11,4 1,181
5 0,0671 0,0886 0,0211 13,4 10,6 1,189
6 0,0786 0,0696 0,0229 14,1 12,3 1,127
7 0,1924 0,2676 0,0147 12,1 8,8 1,347
8 0,2745 0,3449 0,0150 10,7 7,7 1,429
9-1 0,1038 0,0952 0,0225 13,7 11,6 1,094
9-2 0,0567 0,0800 0,0214 13,7 9,1 1,391
9-3 0,0393 0,0574 0,0228 13,0 10,0 1,332
10 0,0312 0,0660 0,0204 11,6 7,3 1,705
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Tabelle A.2.: Versuchsplan mit abhängigen Variablen, die die Bindungseigenschaften der Polymere in
reinem Wasser beschreiben; MIP - geprägtes Polymer, NIP - ungeprägtes Referenzpoly-
mer.
Lauf-
Nr.
MIP K50
[mg/mL]
NIP K50
[mg/mL]
MIP B2
[pmol]
NIP B2
[pmol]
IF
1 0,0402 0,0457 13,0 10,0 1,227
2 0,0369 0,0448 13,0 11,1 1,124
3 0,0999 0,0817 9,4 3,1 3,231
4 0,1495 0,1313 8,0 7,5 1,129
5 0,0537 0,0603 11,2 8,5 1,355
6 0,0355 0,0542 9,3 10,0 0,910
7 0,0726 0,1006 7,8 3,6 2,204
8 0,1409 0,1734 7,1 6,2 1,154
9-1 0,0685 0,0913 10,7 10,2 1,054
9-2 0,0604 0,0610 11,8 8,8 1,387
9-3 0,1249 0,0746 11,8 8,2 1,471
10 0,2417 0,2357 9,97 7,12 1,385
Tabelle A.3.: Vergleich der tatsächlichen zu den vorhergesagten Bindungseigenschaften des Polymers
Nr. 3 in Methanol:Wasser 9:1; MIP - geprägtes Polymer, NIP - ungeprägtes Referenzp-
olymer.
Echte Parameter Vorhergesagte Parameter
(+/- 95% Konfidenzintervall)
MIP NIP MIP NIP
K50 [mg/mL] 0,108 0,368 0,103 +/- 0,079 0,265 +/-0,158
Bmax [µmol/mg] 0,0200 0,0196 +/- 0,003
IF 1,46 1,35 +/- 0,26
B2 [pmol] 13,8 9,5 13,6 +/- 1,3 10,1 +/- 2,0
Tabelle A.4.: Vergleich der tatsächlichen zu den vorhergesagten Bindungseigenschaften des Polymers
Nr. 3 in reinem Wasser; MIP - geprägtes Polymer, NIP - ungeprägtes Referenzpolymer.
Echte Parameter Vorhergesagte Parameter
(+/- 95% Konfidenzintervall)
MIP NIP MIP NIP
K50 [mg/mL] 0,100 0,082 0,091 +/- 0,042 0,078 +/-0,025
IF 3,23 2,78 +/- 0,59
B2 [pmol] 9,4 3,1 10,0 +/- 2,3 4,22 +/- 2,2
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Abbildung A.1.: Gleichgewichtsbindungs-Isotherme von allen Polymeren in Methanol:Wasser 9:1; GA
- an das MIP gebundene Glucuronsäure, MIP - geprägtes Polymer, NIP - ungeprägtes
Referenzpolymer.
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Abbildung A.2.: Gleichgewichtsbindungs-Isotherme von Polymer Nr. 3 in Methanol mit verschiedenen
prozentualen Anteilen von Wasser (angegebener Wert in %); GA - an das MIP ge-
bundene Glucuronsäure, MIP - geprägtes Polymer, NIP - ungeprägtes Referenzpoly-
mer.
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Abbildung A.3.: Gleichgewichtsbindungs-Isotherme von allen Polymeren in Wasser; GA - an das MIP
gebundene Glucuronsäure, MIP - geprägtes Polymer, NIP - ungeprägtes Referenzp-
olymer.
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Abbildung A.4.: FRET-Effizienz zwischen Fluorescein und ANS in Abhängigkeit der Menge an
Fluorescein-markierten geprägten Polymer. Berechnung der FRET-Effizienz basiert
auf E = 1− FDA/FD, Anregung bei 360 nm, Detektion bei 470 nm.
Abbildung A.5.: Gleichgewichts-Bindungs-Diagramm mit 10 µM Dansyl-L-Phe in 1 mL Acetonitril.
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Abbildung A.6.: Spektrale Abhängigkeit der Photonendetektionswahrscheinlichkeit für die APD-
Detektorgrößen 20 bzw. 100 µm.
Abbildung A.7.: Theoretisch berechnete prozentuale Ausleuchtung der Detektionsfaser in Abhängig-
keit des Winkels der Anregungsfaser auf Grundlage der Brechungsgesetze an allen
Grenzflächen des optischen Systems.
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Abbildung A.8.: Relative Intensität der LED durch Veränderung des Winkels der Anregungsfaser zur
Illustration der Winkelgenauigkeit des Messaufbaus. Die Messung erfolgte mit dem
miniaturisierten faser-optischen Aufbau mit leerer Chipküvette.
Abbildung A.9.: Relative Intensität der LED durch Veränderung der Position der Anregungsfaser in
(A) x- und (B) y-Richtung relativ zur Detektionsfaser zur Illustration der Positionier-
genauigkeit des Messaufbaus. Die Messung erfolgte mit dem miniaturisierten faser-
optischen Aufbau mit leerer Chipküvette.
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Abbildung A.10.: Konfokalmikroskopische Aufnahmen des FITC-markierten Hyaluronsäure binden-
den Proteins (HABP) auf fixierten HaCaT-Zellen ohne enzymatische Behandlung.
Der blaue Kernfarbstoff DAPI diente als Kontrolle, Aufnahmen mit 630-facher Ver-
größerung.
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[16] Wulff, G.; Sarhan, A.: Über die Anwendung von enzymanalog gebauten Polyme-
ren zur Racemattrennung. In: Angewandte Chemie 84 (1972), Nr. 8, S. 364–364
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Moreno-Bondi, M. C.: Molecularly imprinted polymer diffraction grating as label-
free optical bio(mimetic)sensor. In: Biosensors and Bioelectronics 26 (2011), Nr. 5,
S. 2801–2804
[62] Matsui, J.; Takayose, M.; Akamatsu, K.; Nawafune, H.; Tamaki, K.; Sugi-
moto, N.: Molecularly imprinted nanocomposites for highly sensitive SPR detection
of a non-aqueous atrazine sample. In: Analyst 134 (2009), Nr. 1, S. 80–86
[63] Matsui, J.; Akamatsu, K.; Nishiguchi, S.; Miyoshi, D.; Nawafune, H.; Tama-
ki, K.; Sugimoto, N.: Composite of Au Nanoparticles and Molecularly Imprinted
Polymer as a Sensing Material. In: Analytical Chemistry 76 (2004), Nr. 5, S. 1310–
1315
Literaturverzeichnis 146
[64] Tokareva, I.; Tokarev, I.; Minko, S.; Hutter, E.; Fendler, J. H.: Ultrathin
molecularly imprinted polymer sensors employing enhanced transmission surface
plasmon resonance spectroscopy. In: Chemical Communications (2006), Nr. 31, S.
3343–3345
[65] Hu, X.; An, Q.; Li, G.; Tao, S.; Liu, J.: Imprinted Photonic Polymers for Chiral
Recognition. In: Angewandte Chemie - International Edition 45 (2006), Nr. 48, S.
8145–8148
[66] Hu, X.; Li, G.; Li, M.; Huang, J.; Li, Y.; Gao, Y.; Zhang, Y.: Ultrasensitive
specific stimulant assay based on molecularly imprinted photonic hydrogels. In:
Advanced Functional Materials 18 (2008), Nr. 4, S. 575–583
[67] Wu, Z.; Tao, C.; Lin, C.; Shen, D.; Li, G.: Label-Free Colorimetric Detection
of Trace Atrazine in Aqueous Solution by Using Molecularly Imprinted Photonic
Polymers. In: Chemistry - A European Journal 14 (2008), Nr. 36, S. 11358–11368
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roimmunoassays für die Affinitätsanalytik in Nanolitervolumina, Eberhard-Karls-
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APD Avalanche-Photodiode
BSA Bovines Serumalbumin
CCD Charge Coupled Device, ladungsgekoppeltes Bauelement
Dansyl-L-Phe Dansyl-L-Phenylalanin
DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenylindol
DiO 3,3’-Dioctadecyloxacarbocyanin Perchlorat
DLS Dynamische Lichtstreuung
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Zellkulturmedium
DoE Design of Experiments, statistische Versuchsplanung
EDMA Ethylendimethacrylat
FBS Fetal Bovine Serum, Fötales Kälberserum
FITC Fluoresceinisothiocyanat
FRET Förster-Energietransfer
FWHM Full With Half Maximum, Halbwertsbreite
GA Glucuronic acid, Glucuronsäure
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Jacqueline Maaß sei für die vielen inspirativen Mittagspausen in der Mensa gedankt. Dan-
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Zuerst und zuletzt möchte ich meiner Familie in besonderem Maße danken. Ein großes
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terstützung geliefert haben.
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